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A morte celular que ocorre devido à hiperativação de receptores N-metil-D-aspartato 
(NMDA) e/ou à disfunção dos transportadores de glutamato (Glu) tem sido correlacionada 
com a patogênese de doenças neurodegenerativas. Os derivados da guanina são compostos 
endógenos que podem modular a atividade do sistema glutamatérgico. Neste estudo 
demonstramos que a morte celular induzida por Glu envolve a ativação de receptores NMDA 
e também a reversão de seus transportadores em fatias de hipocampo de ratos. A toxicidade 
induzida por NMDA foi bloqueada na presença de 1mM de guanosina-5’-monofosfato 
(GMP). Entretanto, GMP não foi capaz de prevenir a perda de viabilidade celular induzida 
por Glu. Em contrapartida, guanosina (GUO) (100µM) protege fatias de hipocampo de ratos 
frente à toxicidade do Glu através da redução da liberação de Glu, ativação da via de 
sinalização da proteína cinase dependente de fosfatidilinositol (PI3K)/proteína cinase B (Akt), 
inibição da enzima glicogênio sintase cinase (GSK3β) e redução da expressão da enzima 
óxido nítrico sintase induzida por Glu. Também demonstramos que, assim como ocorre com 
os derivados da adenina, altas concentrações de um derivado da guanina (GMP – 5mM) 
podem causar perda de viabilidade celular em fatias de hipocampo de ratos através da 
diminuição da captação de Glu e estimulação de receptores NMDA e alfa-amino-3-hidróxi-
metilisoxazole-propionato (AMPA) de Glu. Utilizando culturas de células de neuroblastoma 
humano (SHSY-5Y) demonstramos que GUO (1mM) protege estas células da morte neuronal 
decorrente da superprodução de espécies reativas de oxigênio induzidas pela co-administração 
de rotenona e oligomicina A, através da ativação da via de sinalização celular PI3K. 
Adicionalmente, demonstramos que GUO (1mM) também protege culturas de células SHSY-
5Y diferenciadas da toxicidade neuronal induzida pelo peptídeo beta amilóide (Aβ25-35). 
Dessa forma, estamos demonstrando que os derivados da guanina (GMP e GUO) apresentam 
efeito neuroprotetor frente distintos modelos de neurotoxiciade e que GMP, dependendo da 
concentração utilizada, também pode ser neurotóxico. 
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ABSTRACT 
Cell death due to N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptors activation and/or 
glutamate (Glu) transporters disfunction is related to the pathogenesis of neurodegenerative 
diseases. Guanine derivatives are endogenous compounds which modulate glutamatergic 
system activity. In this study, Glu-induced cell death involves NMDA receptors activation as 
well as the reversal of Glu transporters in rat hippocampal slices. NMDA-induced toxicity 
was prevented by guanosine-5’-monophosphate (GMP). However, GMP did not prevent Glu-
induced cell viability reduction. Differently, guanosine (GUO) (100µM) protected 
hippocampal slices from Glu-induced toxicity by a mechanism which involves reduction in 
Glu-induced Glu release, activation of the phosphatidylinositol-3 kinase (PI3K)/protein kinase 
B (Akt) cell signaling pathway, glycogen synthase kinase (GSK3β) inhibition and reduction 
of Glu-induced expression of inducible nitric oxide synthase. We also demonstrated that as 
well as occurs with adenine derivatives, high extracellular concentrations of a guanine 
derivative (GMP – 5mM) can lead to cell death in rat hippocampal slices due to Glu uptake 
inhibition and NMDA and alfa-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid 
(AMPA) receptors activation. In human neuroblastoma cell cultures (SHSY-5Y) we also 
demonstrated that GUO (1mM) protects these cells from neuronal cell death due to rotenone 
and oligomycin A-induced reactive oxigen species overproduction by the activation of PI3K 
signaling pathway. Additionaly, we demonstrated that GUO (1mM) also protects 
differentiated human SHSY-5Y cells from amyloid beta (Aβ25-35)-induced neuronal toxicity. 
Thus, we are showing that guanine derivatives (GMP e GUO) have neuroprotective effects 
against different neurotoxic stimuli and that GMP, depending on its concentration, may also 
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APRESENTAÇÃO 
 
Esta Tese de Doutorado está organizada da seguinte forma: Introdução, Objetivos, 
Artigos científicos publicados e em fase de submissão, Resultados preliminares, Discussão, 
Conclusões e Referências Bibliográficas. 
A Introdução contém o embasamento teórico para a realização dessa Tese. Os 
Materiais e métodos, os Resultados, assim como as Referências Bibliográficas específicas, 
encontram-se no corpo de cada trabalho, os quais estão apresentados na forma de Artigos 
Científicos em quatro capítulos. O quinto capítulo descreve resultados preliminares e que 
serão complementados posteriormente. 
A seção Discussão contém uma interpretação geral dos resultados obtidos nos 
diferentes trabalhos. 
A seção Conclusões descreve as conclusões gerais da Tese. 
A seção Referências Bibliográficas apresenta as referências citadas na Tese.  
Os capítulos 1, 2 e 3 dessa Tese foram desenvolvidos no Departamento de Bioquímica 
da UFSC, no laboratório de Neuroquímica 4, sob coordenação da Profa. Dra Carla I. Tasca. 
Os capítulos 4 e 5 foram desenvolvidos no Departamento de Farmacologia da Universidade 
Autônoma de Madri, no laboratório 3 - Instituto Teófilo Hernando, sob coordenação da Profa. 
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INTRODUÇÃO 
 
1. SISTEMA GLUTAMATÉRGICO 
O glutamato é um aminoácido que desempenha diversas funções no metabolismo 
celular, dentre elas estão: constituinte da estrutura de proteínas, fonte de energia celular e 
neurotransmissão. O glutamato é o neurotransmissor da maioria das sinapses excitatórias do 
sistema nervoso central (SNC) (WATKINS & JANE, 2006). Uma vez liberado para a fenda 
sináptica, o glutamato é recaptado pelos astrócitos onde é novamente convertido à glutamina 
pela enzima glutamina sintetase, e liberado por intermédio de transportadores de glutamina 
para o meio extracelular. A glutamina liberada pelos astrócitos é captada pelas células 
neuronais e reconvertida a glutamato fechando assim o ciclo glutamato-glutamina (Figura 1). 
O glutamato também pode ser sintetizado de novo a partir da glicose, via ciclo do ácido 
cítrico e posterior transaminação do α-cetoglutarato (SCHOUSBOE & WAAGEPETERSEN, 
2005).  
Glutamato é transportado para o interior de vesículas sinápticas através de um 
mecanismo dependente de gradiente próton-eletroquímico promovido por uma ATPase 
vacuolar (NAITO & UEDA, 1985) e subsequentemente liberado por exocitose. O glutamato é 
liberado das vesículas sinápticas após um estímulo de despolarização promovido pela entrada 
de íons cálcio (Ca2+). O glutamato também pode ser liberado pelos astrócitos e assim modular 
a atividade dos neurônios. A liberação astrocitária de glutamato pode ocorrer através dos 
seguintes mecanismos: (i) reversão dos transportadores de glutamato; (ii) exocitose 
dependente de íons Ca2+; (iii) trocador cisteína/glutamato; (iv) canais iônicos regulados por 
alterações no volume celular (VRACS); (v) receptores purinérgicos do subtipo P2X7; (vi) 
hemicanais (MALARKEY & PARPURA, 2008). 
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Uma vez liberado, o glutamato interage com seus receptores, presentes nas 
membranas dos terminais pré e pós sinápticos e também na membrana das células gliais 
(Figura 1).    
   
 
 
Figura 1. Sinapse glutamatérgica: O glutamato liberado na fenda sináptica interage com 
seus receptores de membrana (AMPA, KA, NMDA e mGluR). A recaptação do glutamato 
ocorre através da atividade de seus transportadores de membrana localizados nos astrócitos 
(GLT-1, GLAST) e nos neurônios (EAAC1 e EAAT4). Nos astrócitos, o glutamato (Glu) 
pode ser convertido em glutamina (Gln), a qual é liberada dos astrócitos e captada pelos 
neurônios, onde a Gln é novamente convertida em Glu. O Glu então é armazenado nas 
vesículas sinápticas (adaptado de GONZÁLEZ & ROBINSON, 2004).  
 
1.1. Receptores de Glutamato 
Os receptores de glutamato são classificados em ionotrópicos e metabotrópicos, de 
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metabotrópicos de glutamato geralmente coexistem em uma mesma sinapse (PIN & 
DUVOISIN, 1995). Os receptores ionotrópicos são canais iônicos dependentes da ativação 
por ligantes específicos. Distintas famílias de receptores ionotrópicos têm sido identificadas 
farmacologicamente por suas afinidades com agonistas sintéticos. São eles: alfa-amino-3-
hidróxi-metilisoxazole-propionato (AMPA), Cainato e N-metil-D-aspartato (NMDA) 
(MADDEN, 2002). Estudos de clonagem e expressão gênica têm levado à identificação das 
subunidades dos receptores ionotrópicos, assim distribuídos: cinco subunidades para 
receptores NMDA (NR1, NR2A, NR2B, NR2C e NR2D), quatro para receptores AMPA 
(GluR1, GluR2, GluR3 e GluR4) e cinco para receptores cainato (GluR5, GluR6, GluR7, 
KA1 e KA2). 
A ativação dos receptores AMPA medeia um potencial excitatório rápido e com 
rápida dessensibilização do receptor. O receptor AMPA é distribuído igualmente pelo SNC 
sendo ricamente expresso no hipocampo. Ele é permeável aos íons sódio (Na+), porém 
quando a subunidade GluR2 está ausente na conformação do receptor AMPA, ele se torna 
permeável a íons Ca+2. O receptor cainato é encontrado no hipocampo, córtex, estriado, 
cerebelo, amígdala, hipotálamo, medula espinhal e na retina. Os receptores de cainato 
diferenciam-se dos receptores AMPA pela menor corrente conduzida e pela cinética de 
desativação mais lenta (HUETTNER, 2003). O receptor NMDA é encontrado em todo o 
cérebro, sendo localizado principalmente no cérebro anterior e na região CA1 do hipocampo. 
O potencial de repouso deste receptor é mantido por um íon magnésio (Mg+2). A ativação de 
receptores NMDA permite o influxo de grandes quantidades de Ca+2 extracelular para o 
interior da célula (OZAWA et al., 1998). 
Os receptores metabotrópicos de glutamato são receptores acoplados a proteínas-G. 
Existem 8 tipos de receptores eles são nomeados de mGluR1 ao 8. Eles foram identificados e 
classificados em 3 grupos (I, II e III), baseados na homologia da seqüência de aminoácidos, 
vias de transdução de sinais e seletividade farmacológica (KENNY & MARKOU 2004). 
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Estes receptores estão localizados nos terminais pré e pós sinápticos e nas células gliais e 
estão relacionados tanto a efeitos excitatórios quanto inibitórios (OSAWA et al., 1998). O 
grupo I (mGluR1 e mGluR5) está predominantemente localizado pós-sinapticamente onde se 
acopla a proteínas G para ativar a fosfolipase C (PLC), que catalisa a produção de inositol 
(1,4,5)-trifosfato e por meio disso dispara a liberação de íons Ca+2 dos estoques 
intracelulares. O grupo II de receptores metabotrópicos de glutamato (mGluR2 e mGluR3) é 
encontrado tanto pré como pós-sinapticamente e são acoplados a proteína Gi/o modulando a  
atividade da adenilato ciclase. Por útlimo, o grupo III de receptores mGlu (mGluR4, 
mGluR6, mGluR7 e mGluR8) está predominantemente localizado no terminal pré-sináptico 
onde atua como autoreceptor, e também está acoplado a proteínas-G modulando a atividade 
da adenililato ciclase (KENNY & MARKOU, 2004).  
A liberação de glutamato das vesículas sinápticas produz um potencial de ação pós-
sináptico excitatório por ativar inicialmente os receptores AMPA. A ligação de glutamato aos 
receptores AMPA medeia a entrada de Na+ para o interior do neurônio, despolarizando-o. 
Esta despolarização permite a liberação do magnésio e o desbloqueio de receptores NMDA. 
Uma vez que o receptor NMDA foi desbloqueado, a união de glutamato e de seus co-
agonistas, glicina e D-serina, permite a entrada de íons Ca2+ (HARA & SNIDER, 2007). As 
propriedades dos receptores NMDA são responsáveis pelas funções integrativas 
desencadeadas pela ativação de receptores de glutamato como, por exemplo, a regulação do 
desenvolvimento neuronal no sistema nervoso do embrião e a potenciação de longa duração 
(LTP), a qual é responsável pela formação de alguns tipos de memória (IZQUIERDO & 
MEDINA, 1997).    
Como parece não haver nenhuma enzima extracelular capaz de metabolizar o 
glutamato liberado pelos terminais pré-sinápticos, a única maneira rápida e eficaz de 
promover a sua retirada do fluido extracelular é através da recaptação feita por carreadores de 
membrana celular. A retirada do glutamato da fenda sináptica é um importante mecanismo a 
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fim de diminuir a quantidade desse neurotransmissor e dessa forma prevenir o dano 
excitotóxico (ANDERSON & SWANSON, 2000).  
 
1.2. Transportadores de Glutamato 
A concentração extracelular de glutamato é mantida em níveis fisiológicos devido à 
presença de transportadores de alta afinidade e dependentes de íons Na+. Os transportadores 
de glutamato são responsáveis pela captação do glutamato extracelular, permitindo assim a 
neurotransmissão excitatória normal e protegendo da excitotoxicidade do glutamato. São 
identificados cinco subtipos de transportadores de glutamato. Os transportadores de 
glutamato/aspartato (GLAST) e o transportador de glutamato-1 (GLT-1) descritos em 
roedores e considerados transportadores gliais (em humanos eles são designados como 
EAAT1 e EAAT2 – transportadores de aminoácidos excitatórios). Transportadores neuronais 
também são importantes para manter as baixas concentrações extracelulares de glutamato. O 
transportador neuronal de glutamato mais amplamente distribuído no cérebro é o carreador de 
aminoácidos excitatórios 1 (EAAC1 - homólogo humano, EAAT3), encontrado em regiões 
não-sinápticas. Outros subtipos incluem EAAT4, localizado em células de Purkinje e 
EAAT5, localizado em neurônios retinianos. O transportador GLT-1 é o transportador mais 
abundante no SNC e está presente principalmente no córtex e hipocampo, enquanto que a os 
transportadores GLAST são mais abundantes na glia de Bergmann da camada molecular do 
cerebelo (DANBOLT, 2001).  
O transporte de glutamato ocorre da seguinte forma: uma molécula de glutamato é 
transportada para o citoplasma juntamente com três íons Na+ acompanhados da saída de um 
íon potássio (K+). Para que esse mecanismo ocorra é necessária a atividade de Na+/K+ 
ATPases para manter o gradiente de concentração de íons Na+, o que acarreta um grande 
consumo de ATP (CAMACHO & MASSIEU, 2006; Figura 2). Então, a manutenção dos 
níveis de ATP intracelular é essencial para o controle da transmissão glutamatérgica e a 
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captação de glutamato diminui os níveis desse neurotransmissor na fenda sináptica 




Figura 2. Captação de glutamato através de seus transportadores de membrana celular. 
A concentração extracelular de glutamato é altamente regulada por proteínas transportadoras 
localizadas na membrana plasmática de neurônios e glia. A captação é dependente do 
gradiente eletroquímico de sódio que é mantido pela atividade das Na+/K+ ATPases  
(adaptado de CAMACHO & MASSIEU, 2006). 
 
Em roedores, GLAST e GLT-1 estão presentes no SNC com baixos níveis de 
expressão em estágios precoces do desenvolvimento e aumentam até a idade adulta. A 
expressão de GLAST e GLT-1 aumenta drasticamente no período de maior atividade de 
sinaptogênese (do final da segunda ao final da quarta semana pós-natal), atingindo níveis de 
adulto após trinta e cinco dias de vida (FURUTA et al., 1997). A expressão do transportador 
neuronal (EAAC1) também apresenta um padrão dependente de desenvolvimento, sendo que 
sua expressão é maior nos primeiros estágios do desenvolvimento quando comparado aos 
níveis encontrados no cérebro adulto (FURUTA et al., 1997; SIMS & ROBINSON, 1999).   
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Os transportadores de glutamato são regulados por mecanismos transcricionais e pós-
transcricionais. A morte neuronal excitotóxica em cultura mista de neurônios e astrócitos 
resulta na diminuição da expressão de GLT-1 e aumenta a expressão de GLAST nos 
astrócitos remanescentes (SCHLAG et al., 1998). Alguns dados na literatura têm 
demonstrado que a via da proteína cinase de fosfatidilinositol (PI3K) está relacionada com o 
aumento de captação de glutamato e da expressão dos transportadores de glutamato (SIMS et 
al., 2000; GUILLET et al., 2005). Adicionalmente, há evidências de que a atividade dos 
transportadores pode ser regulada agudamente (em minutos) de maneira independente da 
mudança na expressão dos transportadores (DUAN et al., 1999; SHELDON & ROBINSON, 
2007). A ativação da via da PI3K/Akt resulta no tráfego dos transportadores de glutamato do 
citoplasma para a membrana e aumento da captação de glutamato (KRIZMAN-GENDA et 
al., 2005).  A modulação do transporte de glutamato é importante para manter a homeostase 
da neurotransmissão glutamatérgica e prevenir a excitotoxicidade.  
 
1.3. Excitotoxicidade 
O termo excitotoxicidade refere-se à toxicidade causada pelo aumento da 
concentração de glutamato durante a transmissão sináptica e consequente morte neuronal 
(MELDRUM 2000). A ação neurotóxica do glutamato está intimamente ligada a um aumento 
de íons Ca+2. Como já descrito anteriormente, os receptores NMDA são permeáveis a íons 
Ca+2 permitindo que ocorra um grande aumento das concentrações desse íon no interior da 
célula, portanto, sua hiperativação tem sido considerada a principal responsável pela morte 
celular devido à excitotoxicidade (STONE & ADDAE, 2002). O aumento de Ca+2 intracelular 
pode ativar proteínas cisteínas proteases, denominadas calpaínas e caspases, que por sua vez 
podem degradar uma série de substratos como: proteínas de citoesqueleto, receptores de 
membrana e enzimas. A elevada concentração de Ca+2 induz estresse oxidativo (MATTSON, 
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2003), pertubação do cálcio mitocondrial e metabolismo energético (SMAILI et al., 2003; 
MATTSON, 2007).   
A disfunção mitocondrial e estresse oxidativo são mecanismos envolvidos na morte 
celular observada em diferentes modelos de citotoxicidade, como por exemplo, a estimulação 
excessiva de receptores glutamatérgicos (REGO & OLIVEIRA, 2003), toxicidade induzida 
por H2O2 (KIM et al., 2005), doenças neurodegenerativas como Doença de Parkinson, Doença 
de Alzheimer e isquemia (MATTSON & MAGNUS 2006). O excesso de Ca2+ citoplasmático 
decorrente da ativação de receptores NMDA é captado pela mitocôndria, causando elevação 
do Ca2+ mitocondrial, inibição da fosforilação oxidativa, formação de poros de 
permeabilidade transitória e colapso bioenergético. O colapso bioenergético mitocondrial 
pode acarretar na super-produção de espécies reativas de oxigênio (ROS), liberação do Ca2+ 
da mitocôndria e morte celular (RYTER et al., 2007; NICHOLLS, 2008).  
Os transportadores de glutamato são capazes de retirar o excesso de glutamato da 
fenda sináptica, mantendo as concentrações do neurotransmissor em níveis fisiológicos, 
prevenindo assim, a super-estimulação dos receptores glutamatérgicos. Existe uma correlação 
direta entre a disfunção dos transportadores de glutamato, aumento da concentração do 
neurotransmissor na fenda sináptica e desenvolvimento de dano celular excitotóxico tanto em 
modelos de estudo in vivo e in vitro (MARAGAKIS & ROTHSTEIN, 2004). Em situações 
em que ocorre desequilíbrio iônico e diminuição nos níveis de ATP intracelular, existe um 
acúmulo de Na+ no interior das células que pode ocasionar a atividade reversa dos 
transportadores glutamatérgicos (ROSSI et al., 2000). Quando ocorre esta atividade reversa 
dos transportadores, o glutamato em vez de ser captado é liberado para o meio, aumentando a 
sua concentração na fenda sináptica e consequentemente aumentando o dano celular 
(CAMACHO & MASSIEU, 2006). Além disso, a estimulação de receptores NMDA e o 
aumento dos níveis de Ca2+ contribuem para o aumento da formação de ROS e espécies 
reativas de nitrogênio (WHITE et al., 2003). Os transportadores de glutamato são vulneráveis 
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à oxidação, pois apresentam sítios de cisteína regulados pelo estado redox (TROTTI et al., 
1998) com isso, o aumento de ROS pode acarretar em uma diminuição da captação de 
glutamato (TROTTI et al., 1998; BRONGHOLI et al., 2006). A morte neuronal excitotóxica 
devido à reversão dos transportadores e/ou a hiperativação de seus receptores tem sido 
correlacionada com a fisiopatologia de doenças neurodegenerativas agudas (hipóxia, 
isquemia, hipoglicemia, convulsões) e crônicas (Doença de Alzheimer, Doença de 
Huntington, Doença de Parkinson, esclerose amiotrófica lateral, esquizofrenia) (MATTSON, 
2003, MARAGAKIS & ROTHSTEIN, 2004). 
A morte excitotóxica pode ocorrer por apoptose ou necrose (ANKARCRONA et al., 
1995). Estes dois tipos de morte celular diferem entre si tanto morfologicamente quanto 
bioquimicamente. A necrose ocorre como resultado de perturbações extremas no ambiente 
celular, levando à ruptura da membrana plasmática e liberação do conteúdo intracelular. Em 
contrapartida, a apoptose (ou morte celular programada) é dependente da ativação de vias 
intracelulares com eventos finamente coordenados e regulados que resultam no “suicídio” 
celular como, por exemplo, a translocação de proteínas pró-apoptóticas da família Bcl-2 (Bax 
e Bad) do citosol para a mitocôndria, formação de poros de permeabilidade transitória na 
membrana mitocondrial, liberação do citocromo c e formação do apoptossoma que promove a 
ativação da pró-caspase-9. Subsequentemente, a caspase 9 ativa caspases efetoras, como a 
caspase-3, -6 e -7. A ativação de uma cascata de caspases pode então ativar DNAses que 
clivam o DNA em fragmentos internucleossomais. A apoptose pode também ocorrer de 
maneira independente da formação do apoptossoma. A ativação de uma via extrínseca pode 
ocorrer através da interação de moléculas como Fas e fator de necrose tumoral (TNF) aos seus 
receptores de superfície, com o recrutamento de moléculas adaptadoras e a ativação direta da 
caspase-8 e outras caspases (RUPINDER et al., 2007). 
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1.4. Excitotoxicidade e Vias de Sinalização 
Danos físicos, isquemia ou a liberação não apropriada de neurotransmissores são 
geralmente acompanhadas por eventos como o influxo de Ca2+ e o início de uma cascata de 
eventos que levam à ativação de várias vias de sinalização celular que estão associadas à 
neurodegeneração. Por outro lado, os danos celulares também podem acarretar a ativação de 
vias que culminam na produção e ativação de fatores que estão envolvidos na recuperação 
celular (SAPOLSKY, 2001; BHAT et al., 2004; ZHAO et al., 2006). 
Estudos demonstram que há uma correlação entre a ativação de receptores de 
glutamato e o desenvolvimento de processo inflamatório no SNC (MATUTE, 2007; VESCE 
et al., 2007). Um dos marcos do processo inflamatório é a ativação da microglia, a qual libera 
mediadores pró-inflamatórios que incluem a interleucina-1, fator de necrose tumoral α (TNF-
α) e óxido nítrico (NO). O NO é uma molécula de sinalização intra e intercelular que 
desempenha importante papel na regulação do influxo neuronal de Ca2+, plasticidade sináptica 
e sobrevivência no SNC. O NO é produzido a partir da conversão de L-arginina em NO e L-
citrulina, uma reação catalizada pela enzima óxido nítrico sintase (NOS). Existem três 
isoformas de NOS caracterizadas no SNC: NOS neuronal (nNOS ou NOS1), NOS induzível 
(iNOS ou NOS2) e a NOS endotelial (eNOS ou NOS3). Na ausência de processo 
inflamatório, a nNOS é a principal fonte de NO no SNC. A isoforma iNOs não é normalmente 
expressa no tecido cerebral, porém mediadores inflamatórios como lipopolissacarídeos e 
citocinas induzem a expressão de iNOS nas células gliais (astrócitos e microglia), sendo a 
expressão de iNOs uma das principais características da glia “ativada” que acompanha o 
processo inflamatório no cérebro (KNOTT & BOSSY-WETZEL, 2009). A expressão de 
iNOS é raramente vista em neurônios, mas a sua expressão pode ocorrer em alguns tipos de 
células neuronais em resposta à citocinas (SEROU et al., 1999).  
A indução de iNOS acarreta em grande produção de NO pelas células gliais, com 
conseqüente conversão do NO em moléculas altamente reativas como, por exemplo, o 
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peroxinitrito (SAHA & PAHAN, 2006). NO tem sido correlacionado com a maioria das 
doenças neurodegenerativas, esclerose múltipla, demência relacionada à AIDS, príon, Doença 
de Parkinson, Doença de Huntington e Doença de Alzheimer (MURPHY, 2000). Estudos in 
vitro e in vivo demonstram o envolvimento da estimulação de receptores de glutamato na 
indução da expressão da iNOS (CARDENAS et al., 2000; MORO et al., 2004). Estes dados 
sugerem fortemente o envolvimento da iNOS na morte celular excitotóxica, portanto, o estudo 
de moléculas que reduzam o excesso de NO produzido em situações patológicas possui 
importante significado clínico.  
A ativação da via de sinalização intracelular PI3K leva à formação de segundos-
mensageiros como o fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3) e fosfatidilinositol-3,4-bifosfato 
(PIP2). Esses segundos-mensageiros se ligam a um domínio amino-terminal presente na 
proteína cinase B (PKB ou Akt) promovendo a sua dimerização e translocação para a 
membrana celular, permitindo que esta seja fosforilada em seus sítios Treonina-308 e Serina-
473, resultando em sua ativação. Dentre as funções atribuídas a Akt uma das mais 
importantes é seu papel na sobrevivência celular. O papel neuroprotetor da Akt frente à 
excitotoxicidade está bem descrito na literatura. A exposição de culturas de neurônios 
corticais a concentrações excitotóxicas de glutamato diminui a fosforilação da Akt e causa 
aumento da ativação de caspase-3 (NISHIMOTO et al., 2008). Após insulto isquêmico ocorre 
uma drástica diminuição nos níveis de Akt fosforilada e este evento precede a liberação de 
citocromo-c e ativação de caspases (OUYANG et al., 1999). Em cultura de neurônios 
hipocampais submetidas à hipóxia, a ativação da via PI3K/Akt preveniu a apoptose através da 
inibição de genes e proteínas pró-apoptóticas (YAMAGUCHI et al., 2003). Animais 
submetidos a uma isquemia focal apresentam aumento da expressão de fosfo-AKT na região 
de penumbra (região que se localiza ao redor do centro isquêmico) no córtex cerebral, e este 
aumento está relacionado com a proteção de células neuronais (NOSHITA et al., 2001). 
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Assim, o estudo da via da PI3K/Akt no mecanismo de ação de compostos neuroprotetores é 
de grande relevância. 
A enzima glicogênio sintetase cinase 3β (GSKβ) é uma isoforma da proteína 
glicogênio sintetase cinase (GSK3). A GSK3 é conhecida há mais de 20 anos e se encontra 
abundantemente distribuída pelo cérebro e sua função básica é a de fosforilar e inibir a 
atividade da enzima glicogênio sintetase. Recentemente, foram encontradas outras funções 
para a enzima GSK-3β que se relacionam com a sinalização e sobrevivência celular, assim 
como com a sua participação em diversos eventos fisiológicos e também na fisiopatologia de 
doenças neurodegenerativas (HOOPER et al., 2008). A atividade da GSK3β é controlada 
mediante fosforilação e defosforilação. Sua atividade pode ser reduzida mediante a 
fosforilação de uma serina na posição 9 (Ser9), ou pode ser aumentada mediante uma 
fosforilação em uma tirosina na posição 216 (GRIMES & JOPE, 2001). A proteína Akt 
modula negativamente a atividade da GSK3β através da fosforilação da serina-9 (CROSS et 
al., 1995) e a redução da sinalização via PI3K resulta na defosforilação da Ser9 (HETMAN et 
al., 2000).  Entre os alvos ou substratos da enzima GSK-3β estão a proteína precursora do 
peptídeo β-amilóide e a proteína tau (HOOPER et al., 2008), além de proteínas pró-
apoptóticas como caspase-3 e Bax (GRIMES & JOPE, 2001; LINSEMAN et al., 2004). 
Atualmente, vários trabalhos têm demonstrado que a inibição da enzima GSK-3β poderia ser 
um alvo interessante para o desenvolvimento de novos fármacos no tratamento de doenças do 
SNC, principalmente aquelas que envolvem a morte neuronal e a neurodegeneração 
(HERNÁNDEZ et al., 2009; SELENICA et al., 2007; BHAT et al., 2004). 
 
1.5. Modelos Experimentais de Excitotoxicidade 
Modelos experimentais de excitotoxicidade in vitro têm sido amplamente utilizados 
como uma alternativa para experimentação animal, pois reduzem significativamente o número 
de animais utilizados, uma vez que uma série de experimentos pode ser realizada 
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simultaneamente; reduzem o tempo de experimentação e tem custo operacional reduzido. A 
utilização de modelos de estudo in vitro também apresenta vantagens experimentais, pois 
permite um ambiente experimental mais controlado, a avaliação da ação direta de substâncias 
neurotóxicas ou neuroproteroras sobre as células e está livre de influências externas como 
variações da pressão arterial e temperatura corporal. Os modelos mais utilizados são culturas de 
células, culturas organotípicas de tecido e fatias de tecido, geralmente de hipocampo de 
roedores (GÄHWILLER et al., 1997, MOLZ et al., 2005).     
A utilização de fatias de hipocampo de ratos para avaliação de toxicidade apresenta 
algumas vantagens em relação a outros modelos in vitro pelo fato de manter a citoarquitetura 
do tecido de origem e a manutenção da matriz extracelular, preservando assim as interações 
neurônio-glia (GÄHWILLER et al., 1997).  Por outro lado, a manutenção das fatias de 
hipocampo é limitado a algumas horas e, por isso, alternativas devem ser estabelecidas para 
estudos que necessitem a manutenção destas preparações por períodos de tempo mais 
prolongados.  
Em nosso laboratório, verificamos que fatias de hipocampo de ratos jovens podem 
manter-se viáveis em meio de cultura por até 6 horas (h) sem comprometimento da 
viabilidade celular. Verificamos que quando as fatias de hipocampo foram submetidas ao 
glutamato (1 ou 10mM) e posteriormente incubadas por 6 h adicionais em meio de cultura, 
houve diminuição significativa na viabilidade celular em relação às fatias controle. A 
diminuição da viabilidade celular induzida por glutamato não foi acompanhada do aumento 
da liberação de LDH, indicando que a integridade da membrana celular estava preservada. 
Ainda com relação a esse modelo, verificamos que a morte celular induzida por glutamato 
ocorreu através de uma via apoptótica, pois o glutamato induziu liberação do citocromo c da 
mitocôndria, ativação da caspase-3 e fragmentação de DNA em frações internucleossomais. 
Estes eventos ocorreram 1,5; 3 e 18 h após a incubação com glutamato, respectivamente. 
Demonstrou-se também que a perda de viabilidade celular induzida por glutamato ocorreu 
  14 
através da ativação de receptores ionotrópicos e metabotrópicos de glutamato, além da 
ativação de vias de sinalização das MAP cinases, que ativam a proteína p38MAPK (MOLZ et 
al., 2008). 
Tem sido demonstrado que a susceptibilidade ao dano celular excitotóxico é 
dependente da idade dos animais, porém, em nosso laboratório, glutamato induz o mesmo 
padrão de morte celular em ratos jovens e em ratos adultos. Por outro lado, a captação de 
glutamato em situações basais é maior em ratos jovens que em ratos adultos (THOMAZI et 
al., 2004).    
Muitos estudos utilizam culturas primárias de neurônios para investigar os 
mecanismos envolvidos na neurodegeneração. Entretanto, a quantidade reduzida de células 
obtidas a partir de culturas primárias, aliado a problemas éticos devido à utilização de 
embriões humanos para estudos patofisiológicos associados às doenças neurodegenerativas, 
torna a utilização de células derivadas de tumores neuronais um sistema amplamente 
empregado para estudar processos neuronais, incluindo vias de sinalização e mecanismo de 
morte neuronal.  
A utilização de inibidores da cadeia respiratória tem sido empregada no estudo dos 
mecanismos envolvidos no estresse oxidativo mitocondrial. A utilização de rotenona e 
oligomicina A (inibidores dos complexos I e V da cadeia de transporte de elétrons, 
respectivamente) causa o aumento massivo da produção de ROS, perda do potencial de 
membrana mitocondrial e indução de apoptose, indicando que este é um bom modelo para 
estudar o estresse oxidativo dependente da mitocôndria (CAÑAS et al., 2007; EGEA et al., 
2007). Em estudo recente realizado em culturas organotípicas de hipocampo, Schuh e 
colaboradores (2008) observaram que a utilização de doses subtóxicas de rotenona e de 
agonistas glutamatérgicos causa morte celular, sugerindo um mecanismo de ação sinérgico 
entre estes compostos. 
 
  15 
2. NEUROBIOLOGIA DO SISTEMA PURINÉRGICO 
As purinas podem ser divididas em purinas derivadas da adenina, representadas pela 
adenosina-5’-trifosfato (ATP), adenosina-5’-difosfato (ADP), adenosina-5´-monofosfato 
(AMP) e adenosina; e purinas derivadas da guanina, representadas pela guanosina-5’- 
trifosfato (GTP), guanosina-5’-difosfato (GDP), guanosina-5’-monofosfato (GMP) e 
guanosina. Classicamente, as purinas são reconhecidas por seus efeitos intracelulares como: 
fonte de energia celular, síntese protéica e transdução de sinal. Entretanto, as purinas 
derivadas da adenina e as purinas derivadas da guanina também atuam como importantes 
moléculas de sinalização intercelular (CICCARELLI et al., 2001).  
Os efeitos da adenosina são desencadeados pela ativação de receptores P1, os quais 
também podem ser subdivididos em receptores A1, A2A, A2B e A3. A adenosina age em 
receptores de membrana acoplados a proteínas G, desencadeando uma variedade de efeitos 
fisiológicos A ativação de diferentes subtipos de receptores é responsável por mediar os 
diferentes efeitos da adenosina (FREDHOLM et al., 2007).  
Os receptores A1 e A2A de adenosina estão localizados nas sinapses, principalmente 
na região pré-sináptica. O principal efeito da adenosina no SNC é regular a liberação de 
neurotransmissores. O efeito inibitório da adenosina na redução da liberação de glutamato é 
mediado principalmente pela ativação de receptores A1. Este efeito da adenosina foi 
demonstrado tanto in vivo quanto in vitro, principalmente em modelos experimentais de 
hipóxia/hipoglicemia e modelos de convulsões (CUNHA, 2005). Agindo em receptores A1, a 
adenosina também hiperpolariza as células reduzindo assim a excitabilidade neuronal e a taxa 
de disparo dos neurônios (GREENE & HASS, 1991). A ação da adenosina em receptores A2A 
está associada ao desenvolvimento de neurotoxicidade, dano neuronal e morte celular. O 
bloqueio farmacológico dos receptores A2A ou a inativação genética destes receptores confere 
neuroproteção em modelos animais de isquemia in vivo (CHEN et al., 1999). Adicionalmente, 
ativação de receptores A2A facilita a liberação de glutamato em condições normais e durante a 
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isquemia. Esse aumento extracelular de glutamato pode levar à excitoxicidade e dano neural 
(CHEN et al., 2007). A ativação de receptores A2A também modula a morte de neurônios 
dopaminérgicos em modelos da doença de Parkinson e outras doenças neurodegenerativas 
(FREDHOLM et al., 2007). Dessa forma, a inativação de receptores A2A tem sido 
considerada uma estratégia neuroprotetora em diferentes modelos de doenças 
neurodegenerativas.  Por outro lado, também foi demonstrado que a ativação de receptores 
A2A de adenosina protege alguns tipos de neurônios da neurotoxicidade induzida por 
glutamato (FERREIRA et al., 2001; CHEN et al., 2007).  
Os receptores de adenosina também estão presentes nas células gliais (astrócitos, 
microglia e oligodendrócitos). A ativação de receptores de adenosina nestas células controla a 
astrogliose e a liberação de diferentes substâncias, contribuindo assim para o controle da 
atividade neuronal. A ativação de receptores de adenosina também controla a expressão e a 
liberação de citocinas e a reatividade da microglia, indicando assim que a adenosina também 
apresenta um papel importante no controle da neuro-inflamação (DI VIRGILIO et al., 2009).  
Até o momento, devido à falta de ferramentas farmacológicas seletivas e também 
devido a baixa expressão de receptores A2B ou A3 de adenosina no cérebro, pouco se sabe 
sobre os efeitos da estimulação específica destes receptores no SNC, e efeitos opostos, tanto 
neuroprotetores quanto neurotóxicos, tem sido atribuídos a estes receptores (CUNHA, 2005). 
Os efeitos do ATP são desencadeados pela ativação de receptores P2X e P2Y 
(BURNSTOCK, 2006). Os receptores P2X são receptores do tipo canal iônico e os receptores 
P2Y são receptores acoplados a proteínas-G. A ativação por nucleotídeos de receptores do 
subtipo P2Y podem ativar a fosfolipase-C e desencadear a liberação intracelular de Ca2+ ou 
afetar a atividade da adenilato ciclase alterando os níveis de AMP cíclico (FIELDS & 
BURNSTOCK, 2006). Ativação de receptores do subtipo P2X7 aumenta a liberação de 
glutamato e purinas em culturas de astrócitos (DUAN et al., 2003; ANDERSON et al., 2004). 
Estudos de eletrofisiologia realizados em fatias de hipocampo demonstraram a presença de 
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dois tipos de resposta à estimulação de receptores P2: a primeira foi a liberação astrocitária de 
glutamato dependente de cálcio, e a segunda foi a ativação de receptores P2X7 e o efluxo 
sustentado de glutamato (FELLIN et al., 2006). A co-liberação de ATP com vários 
neurotransmissores, inclusive glutamato, aponta para a possibilidade de interação entre os 
componentes purinérgicos e glutamatérgicos durante a transmissão sináptica. 
Apesar de seus efeitos neuromoduladores e neuroprotetores, estudos demonstram que 
os nucleotídeos e nucleosídeos da adenina também podem apresentar efeitos tóxicos 
(ABBRACCHIO et al., 1995; FRANKE et al., 2006). Alguns tipos de incidentes cerebrais são 
acompanhados da liberação de grandes quantidades de purinas. Exemplos de situações em que 
as purinas podem ser liberadas e atingir concentrações neurotóxicas são: hipóxia e isquemia 
(BRAUN et al., 1998; MELANI et al., 2005);  trauma (WANG et al., 2004; FRANKE et al., 
2006); condições associadas com aumento da atividade neuronal (convulsões) (WIERASZKO 
et al., 1989).  
Altas concentrações de adenosina induzem apoptose em células tumorais provenientes 
de astrocitoma de ratos através do envolvimento de vias de sinalização ativadas por receptores 
do tipo A1 (SAI et al., 2005). Adenosina também parece mediar apoptose em astrócitos via 
ativação de receptores A3 (DI IORIO et al., 2002). A aplicação de concentraçãoes tóxicas de 
ATP induz modificações morfológicas compatíveis com necrose e apoptose em culturas de 
neurônios cerebelares (AMADIO et al., 2002). Os mesmos autores também demonstraram 
que a liberação de glutamato induzida por ATP pode contribuir para as os efeitos deletérios 
das altas doses de ATP. Adicionalmente, ATP também causa morte celular em culturas 
organotípicas de hipocampo (FRIZZO et al., 2007).  
 Recentemente, inúmeras evidências presentes na literatura também propõem a 
presença de um sistema purinérgico baseado nas purinas da guanina (nucleotídeos e 
guanosina) e apontam estes compostos como novos alvos para a neuroproteção e 
neuromodulação (SCHMIDT et al., 2007).   
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3. DERIVADOS DA GUANINA 
Os derivados da guanina compreendem os nucleotídeos GTP, GDP, GMP e o 
nucleosídeo guanosina (GUO). Uma importante função descrita para os derivados da guanina 
é a modulação da atividade das proteínas-G. As proteínas-G são proteínas de membrana que 
tem sua atividade determinada pela interação com os nucleotídeos GTP e GDP e atuam como 
transdutores dos sinais extracelulares, resultando em respostas efetoras específicas. Além de 
seus efeitos intracelulares, evidências indicam que os derivados da guanina (GTP, GDP e 
GMP) podem desencadear efeitos extracelulares sem o envolvimento da proteína G (SOUZA 
& RAMÍREZ, 1991), e exercem efeitos tróficos em neurônios e células gliais, sendo 
importantes durante o desenvolvimento e em resposta à doenças (CICCARELLI et al., 2001; 
DECKER et al., 2007).  
 
3.1. Produção, Metabolismo e Transporte  
Os nucleosídeos são liberados para o meio extracelular através de transportadores de 
membrana. Os transportadores de nucleosídeos são uma família de proteínas que possuem 
diferentes afinidades por substratos, diferentes distribuições em tecidos, são espécie-
específicos e sensíveis ao bloqueio por agentes farmacológicos. Os transportadores de 
nucleosídeos foram caracterizados e classificados em duas categorias: (i) transportadores 
equilibrativos, os quais transportam nucleosídeos das purinas e pirimidinas de maneira 
bidirecional, segundo o gradiente de concentração; (ii)  transportadores concentrativos, que 
medeiam o influxo de mucleosídeos acoplado ao gradiente transmembrana de Na+. No SNC, 
o transportador do tipo equilibrativo parece predominar (THORN & JARVIS, 1996), 
contribuindo para a manutenção da concentração dos nucleosídeos dentro e fora da célula.   
A liberação de purinas para o meio extracelular já foi demonstrada em culturas de 
astrócitos. Além disso, foi demonstrado que em situação de hipóxia/hipoglicemia os 
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derivados da guanina são liberados cerca de 3 vezes mais do que os derivados da adenina,  
(CICCARELLI et al., 1999),.  
A conversão de nucleotídeos em nucleosídeos no meio extracelular também é 
importante para a manutenção da concentração extracelular das purinas. Em estudo realizado 
em nosso laboratório, observou-se que nucleotídeo GTP pode ser captado e armazenado em 
vesículas sinápticas (SANTOS et al. 2006), sugerindo assim um possível mecanismo de 
liberação desse nucleotídeo para a fenda sináptica.  A conversão de GTP em GDP e GMP é 
realizada por uma família de ectoenzimas (ectoNTDPases), já a conversão de GMP em GUO 
ocorre pela ação de ecto-5’-nucleotidases, as quais também são responsáveis pela hidrólise 
dos derivados da adenina (ZIMMERMANN, 1996), contribuindo assim para presença de 
nucleosídeos no  meio extracelular. Estas enzimas são ativas e estão presentes no líquido 
cerebroespinhal de ratos (PORTELA et al., 2002). Em altas concentrações, a taxa de hidrólise 
de GDP é maior que a do ADP, possivelmente favorecendo a formação de GMP e, 
consequentemente, GUO. A presença de derivados da guanina já foi identificada no fluido 
cérebro-espinhal de humanos e de animais (REGNER et al., 1997; OSES et al., 2007). 
Recentemente foi demonstrada a presença da enzima purina nucleosídeo fosforilase (PNP) 
em membranas, a qual pode converter GUO em guanina (RATHBONE et al., 2008). Guanina 
é metabolizada irreversivelmente até xantina pela enzima guanina deaminase.  
 
3.2. Efeitos Extracelulares dos Derivados da Guanina 
Evidências demonstram que os derivados da guanina se unem aos receptores das 
purinas da adenina com baixa afinidade (MULLER & SCIOR, 1993), sugerindo que estes 
apresentam sítios de ligação distintos dos derivados da adenina. Estudos que dão 
embasamento a esta hipótese demonstraram que o GTP une-se a sítios específicos em células 
de feocromocitoma (PC12) (GYSBERS et al., 2000) e em membranas cerebelares de pintos,  
sendo que estes sítios não apresentam atividade enzimática (GTPásica) (TASCA et al., 1999). 
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Estudo realizado por Traversa e colaboradores (2002) demonstrou que a GUO apresenta um 
sítio de união de alta afinidade em preparações de membranas de cérebros de ratos. Outros 
estudos demonstram que os efeitos de GUO são possivelmente desencadeados através de um 
possível receptor de membrana acoplado à proteínas-G (CACIAGLI et al., 2000; 
TRAVERSA et al., 2002; DI IORIO et al., 2004). Este conjunto de dados indica que a GUO 
apresentam um sítio de união específico que ainda requer investigação, portanto, antagonistas 
específicos para seus receptores ainda não estão disponíveis.  
Os derivados da guanina apresentam efeitos tróficos em culturas de células gliais e em 
neurônios (RATHBONE et al., 1999). Os derivados da guanina aumentam a produção de 
neurotrofinas em culturas de astrócitos e em cultura de neurônios estimulam o crescimento de 
neuritos (CICCARELLI et al., 2001). Em nosso laboratório foi demonstrado que GMP ou 
GUO aumentam o número de neurônios cultivados em co-cultura com astrócitos (DECKER 
et al., 2007). Neste mesmo trabalho foi demonstrado que a adição de GMP ou GUO em 
culturas de astrócitos altera a organização das proteínas da matriz extracelular, laminina e 
fibronectina, promovendo a melhor adesão dos neurônios sobre o substrato de astrócitos, o 
que pode ter um importante papel na neurogênese e na migração neuronal. Adicionalmente, 
os derivados da guanina também são importantes moduladores da neurotransmissão 
glutamatérgica.  
 
3.3. Efeitos Neuroprotetores dos Derivados da Guanina: Modulação do Sistema 
Glutamatérgico 
Os nucleotídeos e o nucleosídeo derivados da guanina desempenham importante papel 
extracelular na modulação da transmissão glutamatérgica: apresentam efeitos sobre a 
memória e o comportamento e efeitos neuroprotetores frente à excitotoxicidade (SCHMIDT 
et al., 2007).  
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GMP modula a transmissão glutamatérgica através da inibição da união de glutamato 
e agonistas (KA, AMPA e NMDA) a seus receptores sem interagir diretamente com 
proteínas-G (SOUZA & RAMÍREZ, 1991; PAZ et al., 1994; PAAS et al., 1996; 
PORCIÚNCULA et al., 2002). Em todos estes estudos, GUO não foi capaz de inibir a união 
de glutamato e agonistas a seus receptores. Também já foi demonstrado que GMP pode atuar 
como antagonista competitivo do receptor NMDA (BARON et al., 1989) e Mendieta e 
colaboradores (2005) demonstraram a existência de um sítio de interação para GMP em 
receptores AMPA de glutamato. Além de inibir a união de glutamato aos seus receptores, 
GMP também é capaz de inibir respostas celulares desencadeadas por glutamato ou agonistas 
tais como: diminuição a forfoforilação de GFAP (TASCA et al., 1995) e aumento de AMP 
cíclico induzidos por glutamato (TASCA & SOUZA, 2000), bloqueio do influxo de cálcio 
induzido por NMDA em retinas de pintos (BURGOS et al., 2000).  
Em estudos de excitotoxicidade, GMP protege contra a toxicidade induzida por 
glutamato em fatias de hipocampo em modelos de isquemia (OLIVEIRA et al., 2002; MOLZ 
et al., 2005, OLESCOVICZ et al., 2008). Além disso, GMP protege fatias corticais 
submetidas à privação de glicose e oxigênio (FRIZZO et al., 2003).  Estudos in vivo 
utilizando o ácido quinolínico como agente indutor de convulsões demonstrou que a 
administração de GMP protege contra as convulsões e a morte celular induzida por este 
agonista do receptor NMDA (MALCON et al., 1997; SCHMIDT et al., 2000). Em cultura de 
neurônios hipocampais e corticais, GMP (mas não GUO) diminui a neurotoxicidade induzida 
por NMDA e Cainato (MORCIANO, 2004).  
Como mencionado anteriormente, GMP é neuroprotetor frente às convulsões 
induzidas pelo ácido quinolínico (SCHMIDT et al., 2000). Porém, estudos posteriores 
demonstraram que não somente GMP, mas também a GUO era anticonvulsivante neste 
modelo (SCHMIDT et al., 2000; VINADÉ et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2004). Além disso, 
estudos demonstraram que o efeito anticonvulsivante do GMP era abolido na presença de um 
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inibidor da enzima 5´-ectonucleotidase (enzima que converte GMP em GUO) (SOARES et 
al., 2004). Dessa forma, considerando o modelo de convulsão induzida pelo ácido 
quinolínico, o efeito anticonvulsicante do GMP dependeu da sua conversão até GUO.  
GUO não é capaz de inibir a união de glutamato ou a seus receptores (SOUZA & 
RAMÍREZ, 1991; MONAHAN et al., 1988), porém apresenta diversos efeitos envolvendo a 
modulação do transporte de glutamato (SCHMIDT et al., 2007). A retirada do glutamato da 
fenda sináptica é um importante mecanismo para modular as ações desse neurotransmissor 
além de manter os níveis de glutamato em concentrações que não sejam neurotóxicas 
(DANBOLT, 2001). GUO é capaz de aumentar a captação basal de glutamato em culturas de 
astrócitos e em fatias corticais mantidas em condições basais ou submetidas à privação de 
glicose e oxigênio (FRIZZO et al., 2002; 2003). GMP também apresentou efeitos sobre a 
captação de glutamato em astrócitos, porém, este efeito do GMP também dependeu da sua 
conversão até GUO (FRIZZO et al., 2003).  
A administração de GUO previne a diminuição da captação de glutamato em fatias de 
hipocampo obtidas a partir de animais submetidos ao modelo de convulsão com ácido 
quinolínico (OLIVEIRA et al., 2004; VINADÉ et al., 2005). Além disso, GUO também 
previne a diminuição da captação de glutamato em fatias de hipocampo obtidas de ratos 
previamente submetidos à isquemia neonatal (MORETTO et al., 2005) e também em fatias 
de hipocampo submetidas à privação de glicose e oxigênio in vitro (THOMAZI et al., 2008). 
Adicionalmente, o ácido quinolínico in vitro e in vivo estimula a liberação de glutamato em 
preparações sinaptossomais e inibe a captação astrocitária de glutamato (TAVARES et al., 
2000; 2002), o que poderia contribuir para o aumento da liberação de glutamato e indução de 
convulsões. Esse aumento é revertido na presença de GUO (TAVARES et al., 2005; 2008). 
Dessa maneira, GUO é considerada uma importante molécula neuroprotetora, pois através da 
modulação do transporte de glutamato este nucleosídeo contribui para a redução dos níveis 
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extracelulares de glutamato, prevenindo assim o aumento da concentração de glutamato na 
fenda sináptica, excitoxicidade e morte celular. 
Os efeitos neuroprotetores de GMP e GUO, tanto in vitro quanto in vivo, não foram 
inibidos na presença de antagonistas de receptores de adenosina, indicando assim que estes 
efeitos ocorrem de maneira independente da atuação de GMP ou GUO sobre o sistema 
adenosinérgico (FRIZZO et al., 2003, LARA et al., 2001). 
Astrócitos mantidos em cultura liberam derivados da guanina em condições basais, 
porém, quando essas culturas são submetidas à hipóxia e hipoglicemia os níveis dos 
derivados da guanina no meio extracelular aumentam significativamente (CICCARELLI et 
al., 1999). In vivo, os níveis dos derivados da guanina aumentam durante a 
hipóxia/hipoglicemia e estes níveis permanecem elevados por até uma semana (UEMURA et 
al., 1991).  Em vista disso, estudo recente realizado em nosso laboratório investigou o papel 
protetor da GUO em um modelo de isquemia cerebral através da privação de glicose e 
oxigênio em fatias hipocampais de ratos. Neste estudo foi demonstrado que fatias de 
hipocampo de ratos submetidas a 15 minutos de privação de glicose e oxigênio seguidas de 2 
horas de reperfusão, apresentam uma melhora da viabilidade celular quando a GUO é 
adicionada no período de reperfusão (OLESKOVICZ et al., 2008). Adicionalmente, neste 
modelo, GUO previne a redução da captação de glutamato induzida pela privação de glicose 
e oxigênio via ativação de canais de K+ de alta voltagem ativados por Ca2+ e pela via da PI3K 
(DAL-CIM, 2008).  
Estudos recentes também têm demonstrado um importante papel protetor da GUO em 
modelos de doenças neurodegenerativas. A utilização de GUO em ratos submetidos a um 
modelo de doença de Parkinson reduz apoptose e promove neurogênese (SU et al., 2009). A 
adição de GUO na linhagem de neuroblastoma humano SH-SY5Y protege essas células 
contra a apoptose induzida pelo peptídeo β-amilóide (PETTIFER et al., 2004) ou MPP+ 
(PETTIFER et al., 2007). A GUO é capaz de diminuir a expressão e função de receptores 
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CD40 (receptores celulares associados a eventos inflamatórios) em culturas de células 
expostas a agentes pró-inflamatórios e ao peptídeo β-amilóide (D’ALIMONTE et al., 2007). 
Além disso, a GUO parece possuir um efeito anti-apoptótico através da ativação da via 
PI3K/Akt em cultura de astrócitos (DI IORIO et al., 2004). 
Diante do exposto anteriormente, os derivados da guanina tem apresentado efeitos 
neuroprotetores importantes em diferentes modelos de neurotoxicidade. Portanto, o estudo 
dos efeitos protetores dos derivados da guanina frente a distintas situações de 
neurototoxicidade, bem como os mecanismos envolvidos no efeito desencadeado por estes 




4.1. Objetivo geral 
Estudar os efeitos neuroprotetores e neurotóxicos dos derivados da guanina (GMP e 
GUO) em fatias de hipocampo de ratos e culturas de células de neuroblastoma humano 
(SHSY-5Y).  
 
4.2. Objetivos específicos 
• Avaliar o efeito neuroprotetor de GMP frente à excitotoxicidade induzida por 
glutamato e NMDA em fatias de hipocampo de ratos; 
• Avaliar o efeito neuroprotetor da GUO frente à excitotoxicidade induzida por 
glutamato em fatias de hipocampo de ratos, estudando o envolvimento do transporte 
de glutamato, da via PI3K/Akt/GSK3β e da modulação da iNOS no mecanismo 
neuroprotetor da GUO; 
• Avaliar o possível efeito neurotóxico do GMP e GUO em fatias de hipocampo de 
ratos e os mecanismos relacionados a esse efeito; 
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• Investigar o efeito neuroprotetor da GUO em um modelo de estresse oxidativo 
mitocondrial em culturas de células de neuroblastoma humano (SHSY-5Y) e os 
mecanismos envolvidos no efeito da GUO;  
• Avaliar a susceptibilidade de culturas de células de neuroblastoma humano (SHSY-
5Y) não diferenciadas e diferenciadas à toxicidade do peptídeo β-amilóide (fragmento 
25-35) e avaliar o possível efeito protetor da GUO frente à toxicidade do peptídeo β-
amilóide nestas células.  
 









































GMP PREVENTS EXCITOTOXICITY MEDIATED BY NMDA RECEPTOR ACTIVATION 
BUT NOT BY REVERSAL ACTIVITY OF GLUTAMATE TRANSPORTERS IN RAT 
HIPPOCAMPAL SLICES 
Brain Research, 1231:113-120, 2008. 























































THE NEUROPROTECTIVE EFFECT OF GUANOSINE AGAINST GLUTAMATE-INDUCED 
CELL DEATH IN RAT HIPPOCAMPAL SLICES IS MEDIATED BY PI3K/Akt/GSK3β  
ACTIVATION AND iNOS INHIBITION  
 Manuscrito em preparação para ser submetido à Purinergic Signalling 
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The neuroprotective effect of guanosine against glutamate-induced cell 
death in rat hippocampal slices is mediated by PI3K/Akt/GSK3β activation 
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Abstract  
 
Excitotoxicity and cell death induced by glutamate is involved in many 
neurodegenerative disorders. We have previously demonstrated that excitotoxicity induced by 
millimolar concentrations of glutamate in hippocampal slices involves apoptotic features, as 
cytochrome c release, caspase-3 activation and DNA fragmentation as well as glutamate-
induced glutamate release trough reversal activity of glutamate transporters. Guanosine, an 
endogenous guanine nucleoside, prevents excitotoxicty by its ability to modulate glutamate 
transport. In this study, we have evaluated the neuroprotective effect of guanosine against 
glutamate-induced toxicity in hippocampal slices and the possible mechanism involved in 
such effect. We have found that guanosine (100 µM) was neuroprotective against 1 mM 
glutamate-induced cell death and also inhibited glutamate release induced by glutamate. 
LY294002 (30 µM), an inhibitor of phosphatidylinositol-3 kinase (PI3K), attenuated 
guanosine-induced neuroprotection and guanosine prevention of glutamate release. In 
addition, guanosine induced the phosphorylation and thus, activation of PKB/Akt, a 
downstream target of PI3K. Guanosine also induced the phosphorylation of glycogen 
synthase kinase 3β, which has been reported to be inactivated by Akt after phosphorylation at 
Ser9. Glutamate treated hippocampal slices showed increased iNOS expression that was 
prevented by guanosine. Furthermore, slices pre-incubation with SNAP (a NO donor) 
inhibited the protective effect of guanosine. Taken together, this observations support the 
hypothesis that guanosine protects hippocampal slices by a mechanism involving 
PI3K/Akt/GSK3βSer9 pathway and inhibition of glutamate-induced glutamate release as well 
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1. Introduction 
 
Glutamate excitotoxicity is caused by overstimulation of synaptic glutamate receptors 
and subsequent neuronal injury [1]. Glutamate receptors overstimulation is a common event 
in many neurodegenerative disorders, including ischemic stroke, Huntington´s disease, 
amyotrophic lateral sclerosis and Alzheimer´s disease as well as in aging [2]. We have 
previously reported that excitotoxicity in acute hippocampal slices is induced by millimolar 
concentrations of glutamate and promotes a reduction of cell viability with apoptotic features, 
as cytochrome c release, caspase-3 activation and DNA fragmentation, via p38MAPK signalling 
activation [3]. Glutamate toxicity is also related to reversal activity of glutamate transporters, 
increasing extracellular glutamate concentration and then promoting excitotoxicty [4]. 
Excitotoxicity or activated microglia produce superoxide reacting with NO to give 
peroxynitrite, which in turn causes mitochondrial damage and cell death [5].  Cytokines 
activate inducible nitric oxide synthase (iNOS) in the glia which then release high levels of 
nitric oxide (NO). NO augmentation causes glutamate release from astrocytes and neurons 
resulting in excitotoxicity [6]. Inflammation occurs in the central nervous system (CNS) in 
response to stimuli such as pathogens or tissue damage. CNS inflammation is in general 
induced by cytokines and/or bacterial/viral components. The main targets of cytokines are the 
glial cells, which then release toxic factors to neurons.  
Considering that excitotoxicity is related to the major CNS disorders and the lack of 
effective treatment for such diseases, the study of alternative pharmacological strategies 
against excitotoxic-induced cell death is of great relevance. The nucleoside guanosine (GUO) 
and the guanine nucleotides have been implicated in neuroprotection by counteracting 
glutamate excitotoxicity in vitro [7,8,4] and in vivo [9,10]. GUO displays extracellular effects 
as cell modulator or intercellular signaling  communication exerting trophic effects to neurons 
and astrocytes (11,12) and the modulation of the glutamatergic system (for a review see 13). 
Guanine nucleotides and GUO are released from astrocytic cell cultures under basal or toxic 
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conditions [14,15]. Alternatively, when nucleotides such as GTP, GDP and GMP are released 
to the extracellular space and metabolized by ecto-nucleotidases, extracellular GUO levels 
can increase [15,16]. Our laboratory has demonstrated that GTP is taken up and stored into 
synaptic vesicles [17] and indirect evidence indicated that GUO could be released from 
synaptosomes [18].  
Astrocytic glutamate uptake is a crucial process for the maintenance of extracellular 
glutamate concentrations below toxic levels thus preventing excitotoxicity [9]. GUO 
stimulates glutamate uptake under basal conditions in cultured astrocytes [20] and brain slices 
[21]. Under excitotoxic situations the modulatory effect of guanosine on glutamate uptake has 
been directly related to a neuroprotective role [22-24]. In vitro GUO also protects rat 
astrocytes from staurosporine-induced apoptosis [25] and SH-SY5Y cells from β-amyloid-
induced apoptosis [26] and MPP+-induced toxicity [27]. In both cases, the anti-apoptotic 
effect of GUO was mediated by stimulation of the phosphatidylinositol-3 kinase 
(PI3K)/Protein kinase B (Akt) cell survival pathway. 
The serine/threonine protein kinase Akt is a signaling kinase downstream of PI3K 
[28]. The PI3K/Akt pathway is a critical transducer for several major survival signals in CNS 
neurons [29]. Glycogen synthase kinase 3β (GSK3β), which is highly expressed in brain 
tissue, is one of the key targets of the antiapoptotic signaling mediated by the PI3K/Akt 
pathway [30]. The activity of GSK3β is negatively regulated by Akt phosphorylation at the N-
terminal serine 9 (Ser9) [31]. Reduced PI3K signaling also results in Ser9 dephosphorylation 
[32].  
In the present study, we investigated the putative neuroprotective role of guanosine 
against glutamate-induced hippocampal slices injury and the role of the PI3K/Akt/GSK3βSer9 
pathway and iNOS as the possible mechanism involved in the neuroprotection afforded by 
GUO. The results showed here support the hypothesis that GUO protects hippocampal slices 
by a mechanism involving PI3K/Akt pathway activation and subsequent reduction of 
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glutamate-induced glutamate release, as well as increased phosphorylation of GSK3βSer9 and 
reduction of glutamate-induced iNOS expression in hippocampal slices of young rats.   
 
2. Experimental Procedures  
 
2.1. Animals 
Male Wistar rats (23-25 days of postnatal age) maintained on a 12-hour light-12 hour 
dark schedule at 25º C, with food and water ad libitum, were obtained from our local breeding 
colony. Experiments followed the “Principles of laboratory animal care” (NIH publication 
No. 85-23, revised 1985) and were approved by the local Ethical Committee of Animal 
Research (CEUA/UFSC). 
 
2.2. Preparation and Incubation of Hippocampal Slices 
Rats were killed by decapitation and the hippocampi were rapidly removed and placed 
in ice-cold Krebs-Ringer bicarbonate buffer (KRB) of the following composition: 122 mM 
NaCl, 3 mM KCl, 1.2 mM MgSO4, 1.3 mM CaCl2, 0.4 mM KH2PO4, 25 mM NaHCO3 and 
10 mM D-glucose. The buffer was bubbled with 95% O2-5% CO2 up to pH 7.4. Slices (0.4 
mm thick) were rapidly prepared using a McIlwain Tissue Chopper, separated in KRB at 4o C 
and allowed to recover for 30 minutes in KRB at 37
o
 C [33] to slices stabilization.  
 
2.3. Slices treatment 
After the preincubation period to slices stabilization, hippocampal slices were 
incubated with glutamate (Sigma) (1 mM) for 1 h in KRB buffer. After this period, the 
medium was withdrawn and replaced by a nutritive culture medium composed of 50 % of 
KRB, 50 % of Dulbecco’s modified Eagle`s medium (DMEM, Gibco), 20 mM of HEPES and 
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100 µg/ml of gentamicine, and slices were maintained for additional 6h in a humidified 
atmosphere 95% air and 5% CO2 at 37
o
 to evaluate cell viability [3].    
When present, GUO was added to incubation medium 30 min before glutamate and 
maintained during the 1 h of incubation with glutamate. LY294002 (30 µM) or SNAP (1 mM) 
were added to incubation medium 15 minutes before GUO and maintained during the GUO 
preincubation period.  
 
2.4. Evaluation of cell viability 
Hippocampal cell viability was evaluated 6 h after glutamate exposure. Cell viability 
was determined through the ability of cells to reduce MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl-
diphenyltetrazolium bromide, Sigma) [34]. Hippocampal slices were incubated with MTT 
(0.5 mg/ml) in KRB for 30 minutes at 37º C. The tetrazolium ring of MTT can be cleaved by 
active dehydrogenases in order to produce a precipitated formazan. The formazan produced 
was solubilized by adding 200 µl dimethyl sulfoxide (DMSO), resulting in a coloured 
compound which optical density was measured in an ELISA reader (550 nm). 
 
2.5. Immunobloting: 
In order to evaluate Akt (Ser 473) and GSK3β (Ser 9) phosphorylation, slices were 
incubated for 90 min under control conditions, or treated with GUO (100 µM) for 30, 60 or 90 
min. Then, the slices were homogenized in 100µl of ice-cold lysis buffer (1% Nonidet P-40, 
10% glycerol, 137 mM NaCl, 20 mM Tris-HCl, pH 7.5, 1 µg/ml leupeptin, 1 mM 
phenylmethylsulfonyl fluoride, 20 mM NaF, 1 mM sodium pyrophosphate, and 1 mM 
Na3VO4). Proteins (30 µg) from this cell lysates were resolved by SDS-PAGE and transferred 
to nitrocellulose membranes (GE Healthcare, Chalfont St. Giles, UK). Membranes were 
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incubated with anti-total-Akt (1:1,000), anti-phospho-Akt (1:1000) (Santa Cruz 
Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA); anti-GSK3β (1:1,000); anti-total GSK3β (1:1,000); 
anti-β- actin (1:100,000) (Sigma). Appropriate peroxidase-conjugated secondary antibodies 
(1:10,000) were used to detect proteins by enhanced chemiluminescence. Different band 
intensities corresponding to immunoblot detection of protein samples were quantified using 
the Scion Image program (Scion Corporation, Frederick, MD, USA). 
 
2.6. Glutamate release 
Following preincubation period to slices recovery (30 min), hippocampal slices were 
incubated in Hank’s balanced salt solution (HBSS), composition in mM: 1.29 CaCl2, 136.9 
NaCl, 5.36 KCl, 0.65 MgSO4, 0.27 Na2HPO4, 1.1 KH2PO4, and 5 Hepes. When present, GUO 
was incubated for 30 min and maintained during glutamate exposure. LY 204002 (30 µM) 
was preincubated for 15 min before guanosine. Glutamate (1 mM) was incubated for 15 min 
and glutamate uptake was assessed by adding 0.33 µCi/ml D-[3H]aspartate with 100 µM 
unlabeled aspartate for 7 min and stopped by three ice-cold washes with 1 ml HBSS. D-
[3H]aspartate instead of L-[3H]glutamate was used in order to avoid glutamate metabolization 
in intracellular compartments, although similar results were obtained by using D-[3H]aspartate 
or L-[3H]glutamate. The slices were then further incubated for 15 min in 300µl HBSS and the 
supernatant was collected in order to measure the amount of released D-[3H]aspartate. Slices 
were disrupted by overnight incubation with 0.1% NaOH/0.01% SDS and aliquots of lysates 
were taken for determination of intracellular D-[3H]aspartate content [4]. Intracellular and 
extracellular D-[3H]aspartate content were determined through scintillation counting, 
calculated as nmol of aspartate and the amount of released D-[3H]aspartate was expressed as 
percentage of total D-[3H]aspartate.  
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2.7. Statistical analysis 
Comparisons among groups were performed by one-way analysis of variance (ANOVA) 




3.1. GUO protects hippocampal slices against glutamate-induced cell death  
Hippocampal slices exposure to 1 mM glutamate resulted in a significant decrease in 
cell viability. GUO (100 µM) preincubation significantly prevented the reduction in cell 
viability induced by glutamate. Such neuroprotection was not observed when slices were 
preincubated with 30 µM or 300 µM GUO (Fig. 1).  
 
3.2. Involvement of glutamate transport and PI3K/Akt/GSK3βSer9 pathway activation in 
neuroprotection afforded by GUO 
We have previously demonstrated that glutamate excitotoxicity in hippocampal slices 
involves the reversal activity of glutamate transporters and consequent glutamate release [4]. 
GUO has been shown to exert neuroprotection against excitotoxicty by its ability to modulate 
glutamate transport [35]. Therefore, glutamate release was evaluated in the presence of 100 
µM of GUO. Figure 2 shows that GUO was able to prevent glutamate-induced D-
[3H]aspartate release (i.e. glutamate release) from hippocampal slices. 
When LY294002 (30 µM) was added to incubation medium 15 minutes before GUO 
and maintained during the GUO incubation period, the GUO ability to counteract glutamate 
release as well as the neuroprotective effect of GUO against glutamate-induced cell viability 
reduction, were prevented (Figs. 2 and 3).  
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Since inhibition of PI3K/Akt pathway by LY294002 prevented the neuroprotective 
effect of GUO, GUO ability to induce the activation of Akt (Akt phosphorylation) was also 
evaluated. Hippocampal slices were incubated with 100 µM GUO for different periods of 
time (30, 60 and 90 minutes) and cell lysates were then analyzed by immunoblotting. These 
periods of incubation with GUO were evaluated because they represent the GUO 
preincubation time (30 min), the intermediate period when slices are in the presence of 
glutamate plus GUO (60 min) and the total time that slices were incubated in the presence of 
glutamate plus GUO (90 min).  Figure 4A shows a representative immunoblotting of 
phospho-Akt (p-Akt) and total-Akt (t-Akt). Under basal conditions (slices incubated for 90 
min in KRB), Akt phosphorylation was low and incubation for 30 min with GUO was 
sufficient to increase the amount of p-AKT. The increase of p-Akt induced by GUO was 
sustained, at least for 60 and 90 minutes (Fig. 4A and B).  
Glycogen synthase kinase 3β (GSK3β) is one of the key targets of the signaling 
mediated by the PI3K/Akt pathway [30]. Akt mediated phosphorylation of GSK3β at Ser9 
inactivates GSK3β leading to increased cell survival against glutamate excitotoxicity [36]. In 
the present study, hippocampal slices incubation with GUO also showed a significant increase 
in phosphorylation of Ser9 site of GSK3-β, thus showing GUO inhibition of GSK3β activity 
was observed 30 minutes after GUO exposure, whereas its phosphorylation levels returns to 
basal levels after 60 or 90 minutes of GUO exposure (Fig. 5A and B). 
 
3.3. GUO prevents glutamate-induced iNOS expression 
Several studies have demonstrated that excitotoxicity involves the activation of 
cellular pathways that lead to iNOS induction [5]. Studies also demonstrate that activation of 
the PI3K/Akt pathway may diminish the induction of iNOS [37]. Therefore, the involvement 
of iNOS in glutamate-induced cell damage to hippocampal slices and the possible prevention 
of this effect by GUO were investigated. We have found increased levels of iNOS after 
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hippocampal slices challenge with 1 mM glutamate. This effect was completely prevented 
when slices were preincubated 100 µM GUO (Fig. 6). 
Additionally, preincubation of hippocampal slices with SNAP (1 mM), a NO donor, 
prior to GUO treatment significantly abolished the protective effect of GUO against 
glutamate-induced cell damage (Fig. 7). These data point to a neuroprotective mechanism of 
action of GUO against glutamate excitotoxicity likely involving either the decrease of iNOs 
expression or NO production in hippocampal slices. 
 
4. Discussion  
 
The present study demonstrates that GUO prevents glutamate-induced hippocampal 
slices death by a mechanism involving inhibition of glutamate-induced glutamate release 
trough the activation of the PI3K/Akt pathway and a consequent inhibition of GSK3β, as well 
as, the reduction of glutamate-induced iNOS expression in rat hippocampal slices.   
The regulation of excitotoxicity relies on the function of glutamate transporters present 
on astrocytes and, to a lesser extent, in neurons [38]. These transporters are coupled to 
Na+/K+-ATPase activity in order to remove excessive glutamate from brain extracellular 
space thus preventing excitotoxicity [19]. In situations where membrane Na+ gradient is 
disrupted, such as after respiratory chain inhibition due to Ca2+ overload and oxidative stress, 
glutamate can be released to the synaptic cleft due to reversal of glutamate transporters 
[39,40]. In a previous study, we demonstrated that glutamate-induced toxicity in hippocampal 
slices was due to its ability to trigger glutamate release by reversed glutamate transport, since 
DL-TBOA, a glutamate transport inhibitor, prevented the loss of cell viability induced by 
glutamate and glutamate-induced glutamate release [4].  
In the present study, preincubation of hippocampal slices with GUO (100 µM) 
prevented glutamate-induced cell damage, as well as glutamate-induced glutamate release 
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from hippocampal slices (Figs. 1 and 2), indicating that the neuroprotective effect of GUO is 
due to its ability to prevent glutamate-induced reversal of glutamate transport, leading to 
reduced glutamate release thus preventing excitotoxicity. The protective effect of GUO 
against glutamate-induced cell viability decrease was partially abolished by LY294002, a 
PI3K inhibitor (Fig 3). Furthermore, the GUO ability to reduce glutamate release was fully 
inhibited in the presence of LY294002 (Fig 2), and hippocampal slices treated with GUO 
showed increased levels of p-Akt (Fig 4). Taken together, these results indicate that GUO 
prevents glutamate release and protects hippocampal slices trough a mechanism that involves 
activation of PI3K/Akt pathway. Literature data indicate that activation of the PI3K/Akt 
pathway can stimulate glutamate uptake as well as glutamate transporters trafficking and 
expression in the cellular membrane [41-43]. The partial protective effect of LY294002 
against glutamate-induced toxicity may be due to the involvement of other protective 
pathways in neuroprotection afforded by GUO, as previously shown [25, 11]. In agreement 
with our findings that GUO modulates glutamate transport, other studies had demonstrated 
that GUO stimulates glutamate uptake under basal or physiological [20] as well as excitotoxic 
conditions [44, 35, 24].  
PI3K/Akt signaling pathway has been shown to act as an upstream mechanism of 
GSK3β activity regulation, since PI3K/Akt system might directly phosphorylate Ser9 of 
GSK3β, leading to GSK3β inactivation. It has been reported that GSK3β activation may be 
involved in several apoptotic signaling pathways that lead to activation of caspase-3 [45,46]. 
Glutamate toxicity in hippocampal slices is also mediated by caspase-3 activation [3]. In 
astrocytes cultures, GUO prevented the apoptotic effects of staurosporine by inhibiting 
caspase-3 and activating PI3K/Akt pathway, with subsequent inhibition of GSK3-β [25]. Here 
we are also demonstrating that preincubation of hippocampal slices with GUO (30 minutes) is 
sufficient to protect hippocampal slices against subsequent glutamate-induced cell death by a 
mechanism which involves inhibition of GSK3β activity trough the activation of PI3K/Akt 
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pathway. GUO-induced Akt phosphorylation was observed at 30 minutes and sustained until 
90 minutes (Fig. 4). Otherwise, increased GSK3β phosphorylation at Ser9 was observed at 30 
minutes incubation with GUO and then returned to basal levels (Fig. 5). GSK3β 
phosphorylation at Ser9 is very dynamic, as a number of pathways and kinases converge at 
GSK3β and its dephosphorylation is regulated by protein phosphatase 1 [47-48].  
One of the hallmarks of the inflammatory process in the CNS is the expression of 
iNOS by activated glia. Glutamate can induce proinflamatory cytokines that in turns can 
trigger iNOS expression [49-50]. In this study, we demonstrated that glutamate increases 
iNOS induction in hippocampal slices. One of the proteins that can mediate iNOS induction is 
p38MAPK, in fact, we have previously demonstrated that glutamate-induced toxicity involves 
the activation of p38MAPK [3]. The glutamate-induced iNOS induction was prevented by GUO 
(100 µM) (Fig. 6). It has been shown that GUO inhibits CD40 expression and function 
induced by proinflamatory cytokines and β-amyloid in mouse microglia cells [51]. In the 
present study, SNAP (a NO donor) abolished the protective effect of GUO against glutamate-
induced toxicity (Fig. 7). NO produced by activated glia, at concentrations where it inhibits 
respiration, causes acute (within seconds) glutamate release from synaptosomes and neurons 
which has been attributed either to vesicular release or reversal of glutamate transporters [52, 
6]. Astrocytes or C6 glioma cells treatment with a PI3K inhibitor lead to increased iNOS 
expression in response to LPS or cytokines, thus demonstrating that the activity of PI3K 
pathway is important to counteract iNOS expression [37]. Similarly, in our study, acute 
stimulation of PI3K/Akt pathway by GUO may account for reduction in iNOS expression.    
Taken together, this observations support the hypothesis that GUO protects against 
neurodegeneration related to inflammatory process by a mechanism which involve the 
blockade of iNOS expression as well as PI3K/Akt pathway activation and inactivation of 
GSK3β, with subsequent inhibition of glutamate-induced glutamate release in hippocampal 
slices of young rats.   
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Inflammation, impairment of glutamate transport and excitotoxiciy are all processes 
involved in pathogenesis of neurodegenerative diseases in the CNS [53, 5]. Therefore, GUO 
protective effects which normalize the activity of glutamate transporters counteracting 
excitotoxicity may be considered an important neuroprotective strategy to the CNS 
degeneration.  
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Figure 1. Cell viability in hippocampal slices submitted to glutamate in the presence of 
GUO. Hippocampal slices were incubated for 1 h with 1mM glutamate (Glu). When present, 
guanosine (GUO 30, 100 and 300µM) was preincubated for 30 min. After this period, 
incubation medium was withdrawn and replaced for fresh culture medium without glutamate 
and maintained for additional 6 h. Control group was considered as 100 % and represents cell 
viability of slices incubated only in culture medium. MTT (0.5 mg/ml) was incubated for 20 
min at 37º C and cell viability was accessed at 550 nm. The values represent means + error 
deviations of at least 6 experiments carried out in triplicates. * Indicates means significantly 


























































Figure 2. GUO reduces glutamate-induced glutamate release by PI3K/Akt pathway 
activation. Hippocampal slices were incubated for 15 min with 1mM glutamate (Glu) in the 
presence or absence of 100µM guanosine (GUO). When present, GUO was preincubated for 
30 min before the addition of glutamate. LY294002 (30µM) was added to incubation medium 
15 min before GUO and maintained during the GUO preincubation period. Control group was 
considered as 100 % and represents glutamate released from slices incubated only in HBSS. 
The values represent means + error deviations of at least 4 experiments carried out in 
triplicates. * Indicates means significantly different from control group (100 %) and 



















































Figure 3. LY294002 prevents the neuroprotective effect of GUO against glutamate-
induced cell death. Hippocampal slices were incubated for 1 h with 1mM glutamate (Glu) in 
the presence or absence of 100µM guanosine (GUO), preincubated for 30 min before the 
addition of glutamate. LY294002 (30µM) was added to incubation medium 15 min before 
GUO and maintained during the GUO preincubation period. After this period, incubation 
medium was withdrawn and replaced for fresh culture medium without glutamate and 
maintained for additional 6 h. Control group was considered as 100 % and represents cell 
viability of slices incubated only in culture medium. MTT (0.5 mg/ml) was incubated for 20 
min at 37º C and cell viability was accessed at 550 nm. The values represent means + error 
deviations of at least 4 experiments carried out in triplicates. * Indicates means significantly 

















































Figure 4. Immunodetection of phosphorylated and total Akt in hippocampal slices 
treated with GUO. Whole cells lysates were subjected to Western blotting analysis to 
phosphorylated (p-Akt) and total (t-Akt) Akt detection as described in Methods. (A) 
Representative western blot of phosphorylated Akt (p-Akt) and total Akt (t-Akt) in 
hippocampal slices exposed to GUO 100µM for 30, 60 or 90 min. (B) Quantitative analysis of 
p-Akt/t-Akt in optical density (O.D.). The control values were normalized to 1, and other 
treatments were expressed in relation to this value. The values represent means + error 
deviations of 4 independent experiments. * Indicates means significantly different from 


























































Figure 5. Immunodetection of phosphorylated Ser9-GSK3β and total GSK3β in 
hippocampal slices treated with GUO. Whole cells lysates were subjected to Western 
blotting analysis to phosphorylated (p-GSK3βSer9) and total (t-GSK3β) as described in 
Methods. (A) Representative western blot of phosphorylated GSK3β at Ser9 (p- GSK3βSer9) 
and total GSK3β (t- GSK3β) in hippocampal slices exposed to GUO 100µM for 30, 60 or 90 
min. (B) Quantitative analysis of p-GSK3βSer9/t-GSK3β in optical density (O.D.). The control 
values were normalized to 1, and other treatments were expressed in relation to this value. 
The values represent means + error deviations of 6 independent experiments. * Indicates 
















































Figure 6. Immunodetection of iNOs in hippocampal slices submitted to glutamate in the 
presence of GUO. Untreated (Control, C) or 1 mM glutamate (Glu)-treated hippocampal 
slices were incubated for 1 h in culture medium. Slices were maintained for additional 6 h in 
fresh culture medium without glutamate. When present, guanosine (GUO 30, 100 or 300µM) 
was preincubated for 30 min. Whole cells lysates were subjected to Western blot analysis to 
iNOS detection as described in Methods. (A) Representative western blot of iNOS in 
hippocampal slices submitted to Glu or Glu+GUO. (B) Quantitative analysis by optical 
density of iNOS expression related to β-actine. The control values were normalized to 1, and 
other treatments were expressed in relation to this value. The values represent means + error 
deviations of 4 independent experiments. * Indicates means significantly different from 










































Figure 7. Guanosine neuroprotection against glutamate-induced cell death is prevented 
by a NO donor. Hippocampal slices were incubated for 1 h with 1mM glutamate (Glu) in the 
presence or absence of 100µM guanosine (GUO). When present, GUO was preincubated for 
30 min before the addition of glutamate. SNAP (1mM) was added to incubation medium 15 
min before GUO and maintained during the GUO incubation period. After that, incubation 
medium was withdrawn and replaced for fresh culture medium without glutamate and 
maintained for additional 6 hours. Control group was considered as 100 % and represents cell 
viability of slices incubated only in culture medium. MTT (0.5 mg/ml) was incubated for 20 
min at 37º C and cell viability was accessed at 550 nm. The values represent means + error 
deviations of at least 4 experiments carried out in triplicates. * Indicates means significantly 
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Abstract  
Oxidative stress is implicated in cell death induced by distinct neurotoxic situations such as 
glutamate-, β-amyloid-, or hydrogen peroxide-induced cytotoxicity. In this context, we have 
investigated damage of undifferentiated human SHSY-5Y neurobastoma exposed to rotenone 
(30 µM) plus oligomycin A (10 µM) (rot/oligo), an in vitro model of mitochondrial ROS 
production. Moreover, the putative effect of guanosine was evaluated against rot/oligo-
induced neurotoxicity. Exposure of neuroblastoma cells to rot/oligo for 24 h induced a 62% 
decrease in cell viability which was accompanied by an increased ROS production. Guanosine 
incubated concomitantly with rot/oligo abolished rot/oligo-induced cell death and ROS 
production in a concentration dependent manner. The neuroprotection afforded by guanosine 
was not abolished by the MEK inhibitor (PD98059) or by a PKC inhibitor (cheleritrine). 
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Otherwise, when the PI3K pathway was inhibited by LY294002, neuroprotection as well as 
guanosine ability to reduce rot/oligo-induced ROS production were abolished, confirming that 
this pathway plays a role in the neuroprotective effect of guanosine. Our results suggest that 
guanosine may be an effective pharmacological intervention in diseases which involves 
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1. Introduction 
 
Guanosine is a guanine nucleoside which exerts neuroprotective effect in the central 
nervous system (for a review, see Schmidt et al., 2007 and Rathbone et al., 2008). Guanosine 
and other guanine nucleotides have been implicated in neuroprotection by exerting trophic 
effects (Ciccarelli et al., 2001; Decker et al., 2007) as well as by counteracting glutamate 
excitotoxicity in vitro (Molz et al., 2005; Oleskovicz et al., 2008; Molz et al., 2008) and in 
vivo (Schmidt et al., 2000; 2005). Guanosine also protects cultured rat astrocytes from 
staurosporine-induced apoptosis (Di Iorio et al., 2004) and SH-SY5Y cells from β-amyloid-
induced apoptosis (Pettifer et al., 2004). In both cases, the anti-apoptotic effect of guanosine 
was mediated by stimulation of the phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K)/Akt/protein kinase 
B and mitogen-activated protein kinase (MAPK) cell survival pathways. 
Extracellular guanosine may be released from glial cells. Astrocytic cell cultures are 
able to release guanine nucleotides and guanosine under basal or toxic conditions (Ciccarelli 
et al., 1999, Ciccarelli et al., 2001). Alternatively, nucleotides such as GTP, GDP and GMP 
are metabolized by ecto- nucleotidases to extracellular guanosine (Caciagli et al., 2000; 
Ciccarelli et al., 2001). 
Oxidative stress is a common mechanism of cell death in distinct cytotoxic situations 
such as glutamate (Parfenova et al. 2006), β-amyloid (Tamagno et al. 2006), MPP+ (Nicotera 
and Pavrez, 2006), or hydrogen peroxide-induced cytotoxicity (Kim et al. 2005). Oxidative 
stress is related to neurodegenerative diseases such as Alzheimer’s and Parkinson’s diseases 
(Mattson and Magnus, 2006) and stroke (Saito et al. 2005). Overproduction of reactive 
oxygen species (ROS), such as superoxide free radicals or hydrogen peroxide lead to damage 
of both neurons and astrocytes (Lin and Beal, 2006). In this study, we investigated the 
possible neuroprotective effect of guanosine against oxidative stress evoked by mitochondrial 
activity disruption, due to the blockade of mitochondrial complexes I and V with the 
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combination of rotenone plus oligomycin-A (rot/oligo) (Egea et al., 2007). The putative 
involvement of MEK/ERK1/2, PKC and PI3K pathways as the possible mechanisms related 
to the neuroprotection afforded by GUO was also assessed.  
We are showing that guanosine in the presence of rot/oligo, prevents oxidative stress-
induced cell death and ROS production in SHSY-5Y neuroblastoma cells by a mechanism 
that involves the activation of the PI3K cell survival pathway.   
 
2. Experimental Procedures  
 
2.1. Materials 
Rotenone and oligomycin A were obtained from Sigma (Madrid, Spain). 
Chelerythrine, 2-(2-amino-3-methoxyphenyl)-4H-1-benzopyran-4-one (PD98059) and [2-(4-
morpholinyl)-8-phenyl-4H-1benzo-pyran-4-one hydrochloride (LY294002) were purchased 
from Tocris (Biogen Científica, Spain). Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM), fetal 
calf serum, and penicillin/streptomycin were purchased from GIBCO (Madrid, Spain). 2’,7’-




2.2. Preparation of SHSY-5Y cultures 
The neuroblastoma cell line SHSY-5Y was a kind gift from the Centro de Biología 
Molecular Universidad Autonoma de Madrid/Consejo Superior de Investigaciones Cientificas 
(Madrid, Spain). SH-SY5Y cells, at passages between 3 and 16 after defreezing, were 
maintained in a DMEM supplemented with 10% fetal calf serum, 2 mM glutamine, 50 
units/ml penicillin, and 50g/ml streptomycin. SH-SY5Y cells were seeded into flasks 
containing supplemented medium, and they were maintained at 37°C in 5% CO2, humidified 
air. Stock cultures were passaged 1:3 twice weekly; i.e., one plate was divided (subcultured or 
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split) into three plates. This procedure was performed twice a week. For assays, SH-SY5Y 
cells were subcultured in 48 or 96-well plates at a seeding density of 105 cells per well (Cañas 
et al., 2007). Cells were treated with the drugs in DMEM supplemented with 1% fetal calf 
serum. 
 
2.3. SHSY-5Y cultures treatment 
Cell death was induced by adding the combination of rotenone (30µM) plus 
oligomycin-A (10µM) (rot/oligo) for 24 h. When present, guanosine was added to SHSY-5Y 
at the same time as rot/oligo and remained in the culture medium for the duration of the 
experiment (24 h). In experiments where enzyme inhibitors were tested, SHSY-5Y cells were 
pre-treated with these agents for 30 min prior to the addition of guanosine, and remained in 
the incubation medium for the entire duration of the experiment. These treatments included: 
the potent and selective inhibitor of the PI3K, [2-(4-morpholinyl)-8phenyl-1(4H)-benzopyran-
4-4hydrochloride] (LY294002; 10µM), or the selective inhibitor of the MAP kinase kinase 
(MEK), [2-(2-amino-3-methoxyphenyl)-4H-1-benzopyran-4-4] (PD98059; 10µM), or the 
inhibitor of PKC, cheleritrine (0,1µM). LY294002, PD98059 and cheleritrine were dissolved 
in and added to the culture medium at a final concentration of 0,01% dimethyl sulfoxide 
(DMSO). 
 
2.4. Evaluation of cell viability 
SHSY-5Y cell viability was evaluated 24 h after rot/oligo or rot/oligo plus guanosine 
exposure. At the end of each experiment, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl-diphenyltetrazolium 
bromide (MTT Sigma Aldrich) was added to each well to a final concentration of 0.5 mg/ml 
(Mosmann, 1983) ad the plates were incubated for 3 h at 37º C. Then the insoluble formazan 
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was solubilized by adding dimethyl sulfoxide (DMSO), resulting in a coloured compound 
which optical density was measured in an ELISA reader (550 nm).  
 
2.5. ROS measurement 
To measure cellular ROS, we have used the molecular probe H2DCFDA (Ha et al. 
1997). SHSY-5Y cells were loaded with 10 µM H2DCFDA which diffuses through the cell 
membrane and is hydrolyzed by intracellular esterases to the nonfluorescent form 
dichlorofluorescein (DCFH). DCFH reacts with intracellular H2O2 to form dichlorofluorescin 
(DCF), a green fluorescent dye. Fluorescence was measured in a fluorescence microplate 
reader (FLUOstar Galaxy). Wavelengths of excitation and emission were 485 and 520 nm, 
respectively. 
 
2.6. Statistical analysis 
Comparisons among groups were performed by one-way analysis of variance 





2.1. Guanosine protects SHSY-5Y neuroblastoma cells against rot/oligo-induced cell 
death  
Treatment of SHSY-5Y neuroblastoma cells for 24 h with 30 µM rotenone plus 10 µM 
oligomycin A (rot/oligo) induced a decrease of 62% in cellular viability (measured by MTT 
reduction assay) when compared to cultures incubated under basal conditions. Guanosine per 
  79 
se (0.03-1mM) did not alter cellular viability at any concentration tested (Fig.1A). From now, 
we have normalized rot/oligo-elicited cell death as 100%.  
Guanosine added to the incubation medium at the same time as rot/oligo inhibited 
rot/oligo-induced cell death in SHSY-5Y neuroblastoma cells in a concentration dependent 
fashion (Fig.1B). When guanosine 0.3 mM was co-incubated with rot/oligo for 24 h, it 
significantly reduced cell death induced by rot/oligo, and guanosine 1 mM even more potently 
inhibited SHSY-5Y neuroblastoma cell death induced by rot/oligo. Thus, we selected the 
concentration of 1mM, since it caused maximum neuroprotection (40%, p<0.01).  
 
2.2. Guanosine protects against rot/oligo-induced cell death by activation of PI3K cell 
survival pathway  
In order to analyze the signaling pathway that could participate in the neuroprotective 
mechanism of guanosine against rot/oligo-induced cell damage in SHSY-5Y cells, we 
performed experiments with LY 294002, an inhibitor of the PI3K; PD98059, an inhibitor of 
MEK; and cheleritrine, an inhibitor of PKC.  As shown in Figure 2A, only the inhibitor of 
PI3K (LY294002, 10µM) partially blocked the neuroprotective effect of guanosine.  
Additionally, rot/oligo decreased the number of cells when compared to control 
cultures and transformed healthy cells, isolated or grouped in clusters of cells, into round 
chapped cells and many debris. SHSY-5Y neuroblastoma cells co-incubation with 1mM GUO 
and rot/oligo lead to recovery of initial density and exhibited a healthier appearance. This 
recovery was prevented by LY204002, as shown in the photomicrographs (Fig. 2B).  
 
2.3. Guanosine prevents rot/oligo-induced ROS production 
Since rot/oligo are potent inhibitors of the complex I and V of the respiratory chain, 
respectively, we measured ROS generation with the fluorescent probe H2DCFDA. At the end 
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of the 24 h period with rot/oligo, cells were loaded with 10 µM H2DCFDA for 20 min. ROS-
induced DCF fluorescence was monitored by Spectrophotometric measurement of MTT 
reduction in order to express the results as percentage of ROS-induced fluorescence in viable 
cells; The treatment with rot/oligo increased ROS production to 293%. When cells were co-
incubated with guanosine and rot/oligo for 24 h, the amount of ROS produced by the cells 
was reduced to basal levels. LY294002 (10µM) abolished the reduction of ROS elicited by 
GUO (Fig. 3). These results indicate that guanosine protects SHSY-5Y neuroblastoma cells 
subjected to mitochondrial oxidative stress trough the activation of PI3K cell survival 
pathway. 
 
3. Discussion  
In the present study we are demonstrating that guanosine, when co-incubated with 
rot/oligo, prevents oxidative-stress induced cell death and ROS production in SHSY-5Y 
neuroblastoma cells through the activation of the PI3K survival signaling pathway.   
The oxidative stress model used in this study consists in promoting mitochondrial 
disruption by blocking mitochondrial complexes I and V with the combination of 30 µM 
rotenone plus 10µM oligomycin-A (rot/oligo), respectively (Egea et al., 2007). As a result of 
mitochondrial disruption the cell cannot further synthesize ATP, and free radicals are 
generated beyond the capacity of the cells to buffer them, and, ultimately, the cell dies. 
Rot/oligo profoundly affected cellular viability of SHSY-5Y neuroblastoma cells, as observed 
by a significant reduction in cellular viability measured by the MTT reduction assay (Fig. 
1A), as well as by morphological alterations consistent with cell death (Fig. 2B). Guanosine 
inhibited the cellular viability reduction (Fig. 1B) as well as the morphological changes 
induced by rot/oligo in a concentration-dependent manner (Fig 2B). There are data in the 
literature demonstrating that guanosine stimulates the prolifieration of astrocytes, 
oligodendocytes and PC12 cells (Ciccarelli et al., 2001; Jiang et al., 2008). Guarnieri and co-
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workers (2009) have recently demonstrated that the effects of guanosine on cell proliferation 
(measured by the MTT reduction assay) in SHSY-5Y neuroblastoma cells were only observed 
after 4 days of guanosine (0.03-1mM) exposure. In our study, besides methodological 
approach is not the standard in order to evaluate cell proliferation (MTT reduction assay) the 
absence of increasing MTT reduction in the presence of guanosine alone at any concentration 
tested, should indicate the neuroprotective effect of GUO against rot/oligo-induced SHSY-5Y 
cell death is not due to its effect on cell proliferation (Fig.1A).  
Activation of PI3K, MAPK or PKC cascades are key elements of signal transduction 
involved on cell proliferation, differentiation and stress response (Cantley, 2002, Cañas et al., 
2007). We have previously shown that guanosine-induced trophic effect as the alteration of 
extracelular matrix protein organization in astrocyte/neuron co-cultures is mediated by the 
activation of MAPK and PKC (Decker et al., 2007).  Based on these evidences, we looked for 
the involvement of PI3K, MEK/ERK1/2 and PKC, as possible survival pathways involved in 
the neuroprotective effect of guanosine against rot/oligo-induced reduction in cellular 
viability. The inhibition of PI3K pathway by LY294002 partially abolished the 
neuroprotective effect of guanosine (Fig. 2A) as well as the maintenance of initial density and 
the morphological characteristics of SHSY-5Y neuroblastoma cells in culture elicited by 
guanosine (Fig. 2B). Otherwise, neither MEK nor PKC inhibition altered the protective effect 
of guanosine, indicating that these signalling pathways are not involved in the neuroprotective 
effect of guanosine (Fig. 2A).  
Pre-incubation of cultured astrocytes or SHSY-5Y neuroblastoma cells with guanosine 
can lead to a rapid activation of PI3K/Akt and MAPK cell survival pathways and these play a 
critical role in protecting these cells against cell death (Di Iorio er al., 2004; Pettifer et al., 
2007). However, when guanosine was co-incubated with the toxic agent, only PI3K pathway 
was involved in the neuroprotective effect of guanosine (Pettifer et al., 2007). Taken together, 
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these results indicate that PI3K pathway may be the major cell survival pathway evoked by 
guanosine-induced neuroprotection.        
Rot/oligo-induced cell death and ROS production were inhibited by guanosine by a 
mechanism that involves PI3K cell signalling pathway (Fig. 2 and 3). It has been shown that 
MPP+-induced SHSY-5Y cell death (Pettifer et al., 2007) is related to inhibition of the 
complex I of the electron transport chain in mitochondrial and ultimately causes neuronal cell 
death by a mechanism that most likely involve oxidative stress (Lin and Beal, 2006), but in 
the study of Petifer et al (2007) the authors did not looked for the effect of guanosine in ROS 
production. So, we are demonstrating for the first time that the neuroprotective effect of 
guanosine is directly mediated by its ability to inhibit ROS production elicited by an 
impairment of the mitochondrial electron transport, which is a broadly common mechanism of 
numerous neurodegenerative diseases that affect the central nervous system.   
Jurkowitz (1998) and Litzki (1999) have suggested that the neuroprotective effect of 
guanosine against mitochondrial inhibition was intracellular. Otherwise, posterior studies 
demonstrated that guanosine-induced neuroprotection was not inhibited in the presence of 
dypiridamole (a nucleoside transporter inhibitor) indicating that the effect of guanosine was 
extracellular (Di Iorio et al., 2004; Decker et al., 2007). Guanosine receptors are not fully 
characterized in the CNS, but evidences showed a specific binding site for guanosine in 
astrocytes membranes (Traversa et al., 2002). Our present results show that guanosine when 
co-incubated with rot/oligo-treated neuroblastoma SHSY-5Y cells promoted their survival by 
inhibiting ROS production and oxidative stress. Oxidative stress is a common mechanism of 
many neurodegenerative diseases including ischemia, Alzheimer Disease, Parkinson Disease 
and amyotrophic lateral sclerosis. So, endogenous compounds that protect against oxidative 
stress can be considered important strategies to protect neurons in central nervous system 
pathologies.  
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Figure 1. Guanosine protects against cell death induced by Rot/oligo in SHSY-5Y 
neuroblasmtoma cells: (A) SHSY-5Y neuroblastoma cells were incubated for 24 h with 
DMEM (basal), with increased concentrations of GUO (0.03-1mM) or with 30 µM rotenone 
plus 10 µM oligomycin A. Cellular viability was evaluated by the MTT reduction assay and is 
expressed as percentage of control cells (basal) which represents cells incubated for 24 h in 
culture medium (100% cellular viability). Data are mean ± SEM of five different cell batches. 
*** p < 0.001, represents means significantly different from control cells. (B) Concentration-
response curve of guanosine co-incubated for 24 h with Rot/oligo. Cell death was normalized 
in each individual experiment, as percentage of the maximum cell death (Rot/oligo) that was 
considered as 100% (black column). Data are mean ± SEM of five different cell batches from 
five different cultures. **p < 0.01 represents means significantly different from Rot/oligo and 
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Figure 2. Signalling pathways involved in the neuroprotective effect of Guanosine 
against cell death induced by Rot/oligo in SHSY-5Y neuroblastoma cells. (A) SHSY-5Y 
neuroblastoma cells were incubated for 24 h with with 30 µM rotenone plus 10 µM 
oligomycin A (rot/oligo) with or without 1 mM guanosine (GUO). Cells were pre-incubated 
for 30 min with 10 µM PD98059 (MEK inhibitor), 0.1 µM cheleritrine (chel) (PKC inhibitor) 
or 10 µM LY294002 (PI3K inhibitor) and subsequently co-incubated 24 h with 1 mM 
guanosine and Rot/oligo. Cell death was normalized in each individual experiment, as 
percentage of the maximum cell death (Rot/oligo) which was considered as 100% (black 
column). Data are mean ± SEM of five different cell batches from five different cultures. ** 
p< 0.01 represents means significantly different from Rot/oligo; # p < 0.05 represents means 
significantly different from Rot/oligo+GUO. (B) Photomicrographs of control SHSY-5Y cells 
(Basal); cells exposed 24 h to Rot/oligo; cells co-incubated 24 h with 1mM guanosine and 
Rot/oligo (Rot/oligo+GUO) and cells pre-incubated for 30 minutes with 10µM LY294002 
and subsequently co-incubated 24 h with 1mM guanosine and Rot/oligo 

























































Figure 3. Guanosine inhibits mitochondrial ROS production elicited by Rot/oligo in 
SHSY-5Y neuroblastoma cells. SHSY-5Y neuroblastoma cells were incubated for 24 h with 
with 30µM rotenone plus 10µM oligomycin A (Rot/oligo) with or without 1mM guanosine 
(GUO). Cells were pre-incubated for 30 min with 10 µM LY294002 (PI3K inhibitor) and 
subsequently co-incubated 24 h with 1mM guanosine and Rot/oligo. Data are mean ± SEM of 
four different cell batches from four different cultures. * p < 0.05 represents means 






























AVALIAÇÃO DO EFEITO NEUROPROTETOR DA GUANOSINA FRENTE À TOXICIDADE 
INDUZIDA PELO PEPTÍDIO β-AMILÓIDE EM CULTURAS DE CÉLULAS DE 
NEUROBLASTOMA HUMANO (SHSY-5Y)  
Resultados preliminares 
Estes resultados foram desenvolvidos no Departamento de Farmacologia da Universidade 
Autônoma de Madri, no laboratório 3 - Instituto Teófilo Hernando, sob coordenação da 
Profa. Dra Manuela G. López  
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Introdução 
A Doença de Alzheimer é uma enfermidade caracterizada por progressiva 
deterioração da memória e cognição apresentando mudanças neuropatológicas específicas, 
incluindo placas senis, emaranhados neurofibrilares e prejuízo nas sinapses (HARDLY & 
SELKOE, 2003). As placas senis são depósitos extracelulares de fibrilas e agregados amorfos 
de peptídeo β-amilóide (Aβ). Gu et al. (2004) demonstraram que o peptídeo Aβ25–35 inibe 
fortemente a atividade de transportadores de glutamato e da Na+-K+-ATPase o que resulta em 
elevadas concentrações neurotóxicas de glutamato. Além disso, Aβ25–35 causa estresse 
oxidativo, gerando radicais livres e produtos da peroxidação lípidica (ZENG et al., 2004; 
PIERMARTIRI, 2009) que são capazes de danificar a mitocôndria e inibir transportadores de 
glutamato (LAUDERBACK et al., 2001; PIERMARTIRI, 2009), correlacionando assim a 
cascata glutamatérgica de morte celular com o desenvolvimento da Doença de Alzheimer. 
A morte celular induzida pelo peptídeo Aβ25-35 já foi previamente demonstrada em 
culturas de células não diferenciadas de neuroblastoma humano (SHSY-5Y) (PETTIFER et 
al., 2004), porém, os efeitos deste peptídeo em células de neuroblastoma humano SHSY-5Y 
diferenciadas ainda não foi determinada. A diferenciação destas células para um fenótipo 
mais próximo de um fenótipo neuronal pode ser realizado através do tratamento das culturas 
de SH-SY5Y com ácido retinóico (10µM – 5 dias) seguido da incubação com BDNF (1ng/ml 
– 3 dias) (ENCINAS et al., 2000).  
Os nucleotídeos e o nucleosídeo derivados da guanina desempenham um importante 
papel extracelular na modulação da transmissão glutamatérgica, apresentam efeitos sobre a 
memória e o comportamento e ainda efeitos tróficos em célula neurais (SCHMIDT et al., 
2007). Assim como descrito anteriormente, estudos recentes também demonstraram um 
importante papel protetor da GUO em modelos de doenças neurodegenerativas 
(D’ALIMONTE et al., 2007; SU et al., 2009) via ativação da via PI3K/Akt (PETTIFER et al., 
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2004; PETTIFER et al., 2007), porém, o efeito da GUO frente ao dano causado pelo peptídeo 
Aβ em culturas diferenciadas de células SH-SY5Y ainda não foi avaliado.    
O objetivo desse trabalho foi analisar o efeito do peptídeo β-amilóide (Aβ25-35) em 
culturas de células não-diferenciadas e diferenciadas de neuroblastoma SH-SY5Y e também 
avaliar o possível efeito protetor de GUO frente à toxicidade do Aβ25-35 nestas culturas. 
 
Materiais e Métodos 
 
Reagentes: 
Peptídeo Aβ25-35 foi obtido da Sigma. Meio Dulbecco’s modificado (DMEM), soro 
bovino fetal (SBF), penicilina e estreptomicina foram obtidos da GIBCO (Madrid, Spain). 
 
Preparação das culturas de SHSY-5Y: 
A linhagem de neuroblastoma SHSY5Y foi gentilmente fornecida pelo Centro de 
Biología Molecular Universidad Autonoma de Madrid/Consejo Superior de Investigaciones 
Cientificas (Madrid, Spain). As culturas de células SH-SY5Y foram mantidas em meio 
DMEM suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF), 2 mM glutamina, 50 unidades/ml 
penicilina, e 50g/ml estreptomicina e mantidas a 37°C em 5% CO2, ar umidificado. As 
culturas estoques eram subcultivadas 1:3 duas vezes por semana; ou seja, um frasco era 
dividido em três outros frascos. Este procedimento foi realizado duas vezes por semana.  
 
Cultivo e diferenciação das células SHSY-5Y: 
Quando as células SHSY-5Y não foram submetidas à diferenciação, estas foram 
cultivadas em placas de 48 poços a uma densidade de 100.000 células/poço. Quando as 
células foram submetidas à diferenciação, a densidade celular foi de 30.000 células/poço 
(ENCINAS et al., 2000). Para a análise morfológica, as células foram cultivadas em placas de 
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6 poços a uma densidade de 8.000 células/poço para a análise morfológica. As células foram 
cultivadas por 24 horas em meio de cultura DMEM contendo 10% SBF e após este período, 
foram submetidas ou não á diferenciação. 
A diferenciação das culturas de SH-SY5Y se deu pela incubação das células com de ácido 
retinóico (10µM) em meio de cultura DMEM contendo 15% SBF por 5 dias. Após este 
período, o meio era retirado e substituído por meio de cultura DMEM sem SBF contendo 
1ng/ml de BDNF e as culturas foram incubadas por mais 3 dias (ENCINAS et al., 2000).  
 
Tratamento das células SHSY-5Y: 
As culturas de células SHSY-5Y diferenciadas e não-diferenciadas foram tratadas 
com concentrações crescentes do peptídeo Aβ25-35 (3, 10 e 30µM) por um período de 24h. 
Antes de ser utilizado nas culturas, o peptídeo Aβ25-35 foi solubilizado em água a uma 
concentração final de 1mM e posteriormente mantido a 37 oC por 48h para permitir a sua 
oligomerização (SCHUSTER et al., 2005). A avaliação do efeito da GUO se deu através da 
pré-incubação das culturas de células SHSY-5Y diferenciadas com concentrações crescentes 
de GUO (0,03, 0,1, 0,3, 3 e 1 mM) por um período de 24 horas antes da adição do peptídeo 
Aβ25-35 e GUO permaneceu durante as 24 horas de exposição ao peptídeo Aβ25-35.  
 
Análise morfológica e imunofluorescência: 
As células foram fixadas com paraformaldeído 4% por 10 minutos e cuidadosamente 
lavadas com tampão fosfato (PBS). Posteriormente, as células foram permeabilizadas com 
triton X-100 a 0,1% por 10 minutos. As células foram então bloqueadas com uma solução 3% 
albumina bovina, diluída em PBS e posteriormente incubadas por 12h com os anticorpos 
específicos diluídos em solução de bloqueio, a 4oC. Foi utilizado anticorpo primário anti 
MAP-2 (1:500), seguido de 3 lavagens com PBS e incubação com anticorpo secundário 
(FITC-anti-mouse IgG, 1/100) . 
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Avaliação da viabilidade celular: 
A viabilidade celular foi avaliada pelo método de redução do MTT (3-[4,5-
Dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil-tetrazolium brometo = Thiazolyl blue). O MTT é um sal de 
tetrazolium solúvel em água, que é convertido em um formazam púrpura após clivagem do 
anel de tetrazólio por desidrogenases mitocondriais (MOSMANN, 1983). Após o período de 
24 horas de exposição ao peptídeo Aβ25-35, as células SHSY-5Y foram incubadas com MTT 
(0,5 mg/ml) à 37 oC por 3h e o formazam reduzido foi solubilizado pela adição de DMSO. A 
viabilidade celular foi proporcional à leitura da absorbância medida em leitora de Elisa (550 
nm).   
 
Análise estatística 
  Os resultados obtidos foram avaliados através da análise de variância de uma via 
(ANOVA), seguido do Teste de Duncan, quando necessário. Os resultados foram 




Diferenciação das culturas de células SHSY-5Y: 
A Figura 1 mostra a análise morfológica e a marcação com MAP-2 nas células SHSY-
5Y não diferenciadas e diferenciadas. As células SHSY-5Y foram diferenciadas através da 
incubação com ácido retinóico e BDNF. As células SHSY-5Y não diferenciadas foram 
mantidas em meio de cultura D-MEM contendo 10% SBF durante todo o período. Pode-se 
verificar que a aplicação de ácido retinóico e BDNF às células SHSY-5Y promoveu a 
diferenciação destas células, uma vez que houve um aumento significativo da emissão de 
prolongamentos e formação de contatos entre as células (Fig. 1B) quando comparado com as 
células não tratadas com ácido retinóico e BDNF (Fig.1A). A imunomarcação com MAP-2 
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também demonstrou maior intensidade de marcação nas células SHSY-5Y diferenciadas, 
principalmente nos prolongamentos celulares (Fig. 1D) quando comparado às células SHSY-
5Y não diferenciadas (Fig. 1C). 
  
Avaliação da toxicidade do peptídeo Aβ25-35 nas culturas de células SHSY-5Y não 
diferenciadas e diferenciadas: 
Primeiramente avaliou-se a toxicidade do peptídeo Aβ25-35 nas células SHSY-5Y não 
diferenciadas. Para tanto, vinte e quatro horas após o plaqueamento das células, o meio de 
cultura foi retirado e substituído por novo meio de cultura sem soro, contendo concentrações 
crescentes do peptídeo Aβ25-35 (3, 10 e 30 µM). As culturas de SHSY-5Y não diferenciadas 
foram então incubadas por 24 horas e a viabilidade celular avaliada pelo método de redução do 
MTT. Pode-se verificar na figura 2 que nenhuma das concentrações testadas afetou a 
viabilidade celular das células SHSY-5Y. 
A toxicidade do peptídeo Aβ25-35 também foi avaliada nas células SHSY-5Y que 
foram diferenciadas com ácido retinóico e BDNF. Neste caso, após a diferenciação das 
culturas, o peptídeo Aβ25-35 foi adicionado nas culturas e estas incubadas por 24 horas 
adicionais. Após este período, a viabilidade celular foi avaliada pelo método do MTT. 
Verificou-se que o peptídeo Aβ25-35 nas concentrações de 10 e 30µM causa redução 
significativa da viabilidade celular (29% e 20%, respectivamente) (Fig. 3).  
 
Avaliação do efeito neuroprotetor da GUO frente à toxicidade do peptídeo Aβ25-
35 em células SHSY-5Y diferenciadas: 
Uma vez que a diferenciação das células SHSY-5Y para um fenótipo mais neuronal 
torna estas células mais susceptíveis ao dano com o peptídeo Aβ25-35, e que não houve 
diferença significativa no dano celular produzido por 10 ou 30µM de Aβ25-35, verificamos a 
capacidade da GUO em proteger estas células contra a perda de viabilidade celular induzida 
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pelo peptídeo Aβ25-35 (10µM). Para tanto, após a diferenciação com ácido retinóico e BDNF, 
as culturas foram pré-incubadas por um período de 24 horas com concentrações crescentes de 
GUO (0,03, 0,1, 0,3, 3 e 1 mM) e posteriormente tratadas com o peptídeo Aβ25-35. Pode-se 
observar que GUO, nas concentrações de 0,1 e 0,3 mM, protege parcialmente enquanto que 
GUO 1mM protege totalmente as células SHSY-5Y da toxicidade do peptídeo Aβ25-35 (Fig. 



























Figura 1. Avaliação morfológica das culturas de SHSY-5Y diferenciadas e não 
diferenciadas. As culturas de SHSY-5Y foram incubadas na presença ou não de ácido 
retinóico (10µM- 5 dias) e BDNF (1ng/ml – 3 dias). Posteriormente, as células SHSY-5Y não 
diferenciadas e diferenciadas foram submetidas à imunomarcação com MAP-2 e visualizadas 












































Figura 2. Avaliação da viabilidade celular de células SHSY-5Y não diferenciadas 
tratadas com o peptídeo Aβ25-35. As células SHSY-5Y foram incubadas por 24 horas na 
presença de 3, 10 ou 30 µM de Aβ25-35. Após este período, a viabilidade celular foi avaliada 
pelo método do MTT. O grupo controle foi considerando 100% e representa a viabilidade 
celular das células SHSY-5Y incubadas apenas em meio de cultura. Os valores representam a 






























































Figura 3. Avaliação da viabilidade celular de células SHSY-5Y diferenciadas tratadas 
com o peptídeo Aβ25-35. As células SHSY-5Y diferenciadas foram incubadas por 24 horas na 
presença de 3, 10 ou 30 µM de Aβ25-35. Após este período, a viabilidade celular foi avaliada 
pelo método do MTT. O grupo controle foi considerando 100% e representa a viabilidade 
celular das células SHSY-5Y diferenciadas incubadas apenas em meio de cultura. Os valores 
representam a média + erro padrão de 3 experimentos realizados em triplicatas. * indica 

























































































Figura 4. Avaliação do efeito neuroprotetor da guanosina (GUO) frente à toxicidade 
induzida pelo peptídeo Aβ25-35. As células SHSY-5Y diferenciadas foram pré-incubadas 
com concentrações crescentes de GUO (0,03, 0,1, 0,3 3 1mM) por 24 horas e posteriormente 
submetidas a 24 horas de incubação com 10 µM de Aβ25-35. GUO permaneceu no meio de 
cultura durante o período de exposição ao Aβ25-35. Após este período, a viabilidade celular foi 
avaliada pelo método do MTT. O grupo controle foi considerando 100% e representa a 
viabilidade celular das células SHSY-5Y diferenciadas e incubadas por 48 horas em meio de 
cultura. Os valores representam a média + erro padrão de 5 experimentos realizados em 
triplicatas. * indica médias significativamente do controle; # indica médias significativamente 









O aminoácido glutamato é considerado o principal neurotransmissor excitatório do 
SNC de mamíferos. Desempenha importante papel na manutenção de aspectos funcionais do 
cérebro, tais como: cognição, aprendizagem, memória, indução sináptica, migração e 
diferenciação. Entretanto, quando ocorre algum desequilíbrio da transmissão glutamatérgica, 
a concentração de glutamato pode se elevar na fenda sináptica e causar a super-estimulação 
dos receptores de glutamato, culminando com a morte de células do SNC.   Existe uma 
correlação direta entre a disfunção dos transportadores de glutamato, aumento da 
concentração do neurotransmissor na fenda sináptica e desenvolvimento de dano celular 
excitotóxico tanto em modelos de estudo in vivo e in vitro (MARAGAKIS & ROTHSTEIN, 
2004). A disfunção do transporte de glutamato pode ser observada em situações em que 
ocorre desequilíbrio iônico, diminuição nos níveis de ATP intracelular e estresse oxidativo. 
Nestes casos, a atividade dos transportadores pode estar diminuída, comprometendo assim a 
retirada do glutamato da fenda sináptica, ou o transportador pode estar funcionando de 
maneira reversa, ou seja, contribuir para a liberação de glutamato (ROSSI ET AL., 2000; 
BONDE ET AL., 2003).  
O acúmulo de glutamato na fenda sináptica decorrente desses processos pode então 
ativar de maneira excessiva os receptores de glutamato, culminando na morte celular 
excitotóxica. O hipocampo é uma das estruturas cerebrais mais susceptíveis à 
excitotoxicidade, e a perda de neurônios hipocampais está relacionada à patogênese de 
doenças degenerativas agudas e crônicas. Dessa forma, um dos focos de interesse deste 
trabalho foi estudar os mecanismos envolvidos na morte celular excitotóxica utilizando-se 
fatias de hipocampo de ratos. Além disso, verificamos a interação dos derivados da guanina 
(GMP e GUO) na morte celular excitotóxica, pois investigamos o efeito protetor destes 
compostos frente à excitotoxicidade, como também o possível efeito deletério destes 
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compostos e a sua correlação com a excitotoxicidade. Outro aspecto abordado neste estudo 
foi o efeito da GUO em outras situações envolvidas em processos neurodegenerativos, como 
por exemplo, o estresse oxidativo mitocondrial e a morte neuronal induzida pelo peptídeo 
Aβ.    
No primeiro capítulo deste estudo, demonstramos que glutamato e NMDA induzem 
morte celular com característica de apoptose em fatias de hipocampo de ratos, pois a redução 
da viabilidade celular induzida por estes compostos foi acompanhada de fragmentação do 
DNA (Figs. 1, 2, 3 e 4, capítulo 1). Neste trabalho, também estamos demonstrando que 
concentrações tóxicas de glutamato, mas não NMDA, pode ocasionar a reversão dos 
transportadores de glutamato e que este pode ser um mecanismo adicional de toxicidade 
glutamatérgica em fatias de hipocampo de ratos (Figs. 5 e 6, capítulo 1). Portanto, a 
toxicidade induzida por NMDA ocorre pela ativação de seus receptores e não envolve a 
reversão dos transportadores de glutamato. Os transportadores de glutamato são vulneráveis 
ao aumento das espécies reativas de oxigênio que ocorrem após um insulto excitotóxico 
(TROTTI et al., 1998), causando uma disfunção do transporte de glutamato que pode ser 
parcialmente revertida pela utilização de agentes redutores (BRONGHOLI et al., 2006).  
A redução da viabilidade celular e a fragmentação de DNA induzida por NMDA 
foram completamente bloqueadas na presença de GMP 1mM (Figs. 2 e 4, capítulo 1) um 
derivado da guanina endógeno que age como antagonista de receptores NMDA (BARON et 
al., 1989). Entretanto, GMP 1mM não foi capaz de prevenir a perda de viabilidade celular 
induzida por glutamato (que também agiu via estimulação do transporte reverso) (Figs. 1 e 3, 
capítulo 1), sugerindo assim que o efeito protetor do GMP só é evidente quando o dano 
celular é induzido pela estimulação de receptores NMDA.  
Estudos prévios demonstram a capacidade neuroprotetora do GMP (1mM) frente à 
privação de glicose e oxigênio, porém neste caso, o transporte de glutamato não foi avaliado 
(OLIVEIRA et al., 2002) ou não foi alterado (MOLZ et al., 2005).  Considerando que GMP 
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pode ser hidrolisado pela ação da enzima 5´-ectonucleotidase (ZIMMERMANN, 1996), não 
se pode excluir completamente a participação da GUO como mediadora dos efeitos protetores 
do GMP frente à estimulação de receptores NMDA. Entretanto, estudos realizados em nosso 
laboratório demonstraram que o efeito protetor da GUO frente à privação de glicose e 
oxigênio não é bloqueado com antagonistas ionotrópicos de receptores de glutamato 
(OLESKOVICZ et al., 2008) e Morciano e colaboradores (2004) demonstraram que a 
neurotoxicidade induzida por NMDA em culturas de neurônios hipocampais é revertida na 
presença dos derivados fosfatados da guanina (GTP, GDP e GTP), porém este efeito não é 
observado com a utilização de GUO. Adicionalmente, GUO tem pouca capacidade de 
deslocar a união de glutamato à receptores NMDA quando comparado ao GMP (MONAHAN 
et al., 1988) e evidências sugerem que o efeito neuroprotetor da GUO não está relacionada ao 
bloqueio de receptores de glutamato, mas sim a sua capacidade de modular o transporte de 
glutamato (FRIZZO et al., 2002; 2003). Diante destas informações, a segunda parte do nosso 
estudo enfocou a avaliação do papel neuroprotetor da GUO frente à toxicidade do glutamato 
em fatias de hipocampo de ratos e o mecanismo envolvido nos efeitos da GUO.  
Os efeitos neuroprotetores da GUO são desencadeados em uma faixa de concentração 
bastante ampla (FRIZZO et al., 2001; DI IORIO et al., 2004), entretanto, a maioria dos 
estudos utilizando fatias de hipocampo de ratos demonstram que o efeito neuroprotetor da 
GUO ocorre na faixa de 100-300µM (OLESCOVICZ et al., 2008; THOMAZI et al., 2008; 
DAL-CIM, 2008). Portanto, avaliamos o efeito de diferentes concentrações de GUO (30, 100 
e 300 µM) frente à toxicidade do glutamato em fatias de hipocampo de ratos e verificamos 
que apenas a concentração de 100 µM foi capaz de reduzir significativamente a perda de 
viabilidade celular induzida por glutamato.  O padrão em “U” invertido da curva dose-
resposta para GUO (Fig. 1, capítulo 1) sugere que dependendo do agente indutor de dano 
celular, e, possivelmente também, do mecanismo envolvido neste dano, pode haver diferenças 
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entre as concentrações efetivas de GUO. Portanto, em nosso estudo, verificamos que, ao 
contrário do GMP, a GUO foi capaz de prevenir a morte celular induzida por glutamato. 
Como mencionado anteriormente, o principal mecanismo pelo qual a GUO protege 
frente à excitotoxicidade envolve a sua capacidade de modular o transporte de glutamato e 
contribuir assim para a diminuição da concentração de glutamato na fenda sináptica. Em 
nosso estudo, também verificamos que o efeito protetor de GUO (Fig. 2, capítulo 2) envolve a 
modulação do transporte de glutamato, pois GUO diminui a liberação de glutamato induzida 
por glutamato de maneira semelhante ao DL-TBOA, o que indica que provavelmente o efeito 
da GUO se deve à diminuição do transporte reverso do glutamato. Contudo, não podemos 
excluir a possibilidade de que GUO também esteja aumentando a atividade de transportadores 
receptores funcionais de glutamato (FRIZZO et al., 2001), ou atuando sobre os 
transportadores que estão inibidos (mas não revertidos), aumentando a captação de glutamato 
e contribuindo assim para a maior retirada do glutamato da fenda sináptica. Alternativamente, 
GUO também pode estar modulando a expressão ou o tráfego dos transportadores de 
glutamato para a membrana celular. Dessa maneira, estamos demonstrando que além de 
estimular a captação de glutamato (OLIVEIRA et al., 2004; DAL-CIM, 2008), diminuir a 
liberação sinaptossomal de glutamato (TAVARES et al., 2005), diminuir a captação vesicular 
de glutamato (TASCA et al., 2004), a GUO  pode diminuir a liberação de glutamato 
decorrente da reversão de seus transportadores de membrana celular. Portanto, as informações 
contidas no capítulo 2 dessa Tese, corroboram estudos prévios e reforça a participação da 
GUO na modulação do transporte de glutamato.  
O efeito neuroprotetor da GUO e o seu efeito na inibição da liberação de glutamato 
foram abolidos na presença de LY204002 e GUO foi capaz de aumentar os níveis de p-Akt, 
indicando que o efeito neuroprotetor da GUO é decorrente da diminuição da liberação de 
glutamato e é depende a ativação da via PI3K/Akt (Figs. 2, 3 e 4, capítulo 2). A ativação da 
enzima GSKβ tem sido correlacionada com a morte neuronal que ocorre devido a diversos 
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estímulos neurotóxicos, incluindo glutamato (NISHIMOTO et al., 2008). Um dos alvos da 
Akt é a enzima GSK3β. A Akt fosforila a serina 9 da GSK3β, inibindo-a. Trinta minutos de 
exposição à GUO aumentou a fosforilação da Akt e da GSK3βSer9 (Fig. 5, capítulo 2) 
demonstrando assim que a via de sinalização envolvida no efeito neuroprotetor da GUO e 
possivelmente sua ação sobre o transporte de glutamato envolve a ativação da PI3K/Akt e a 
conseqüente inibição da GSK3β. Um estudo realizado em nosso laboratório também 
demonstrou que GUO (100µM) é capaz de reverter a diminuição da captação de glutamato 
induzida pela privação de glicose e oxigênio, e que este efeito da GUO está correlacionado 
com a sua capacidade de estimular a via PI3K/Akt (DAL-CIM, 2008). Alguns dados na 
literatura têm demonstrado que a via da PI3K/Akt aumenta a expressão dos transportadores de 
glutamato (SIMS et al., 2000) e também o tráfego dos transportadores de glutamato do 
citoplasma para a membrana, o que resulta em aumento da captação de glutamato 
(KRIZMAN-GENDA et al., 2005). Em estudo realizado por Guillet e colaboradores (2005) 
foi demonstrado que a inibição da via da PI3K diminui a captação de glutamato e que essa via 
está envolvida com a regulação da expressão dos transportadores de glutamato, GLAST e 
GLT-1 na superfície celular. Assim, a diminuição da liberação de glutamato promovida pela 
GUO, envolve a ativação da via da PI3K/Akt, que por sua vez estaria modulando a atividade 
dos transportadores de glutamato ou aumentando a expressão desses transportadores na 
membrana celular. A disfunção dos transportadores de glutamato está envolvida em uma série 
de doenças neurodegenerativas (MARAGAKIS & ROTHSTEIN, 2004), logo, compostos que 
normalizem a atividade ou expressão destes transportadores apresentam potencial terapêutico 
frente á patologias que acometem o sistema nervoso central.  
GUO reduziu a expressão de iNOS induzida por glutamato (Fig.6, capítulo 2). Já está 
demonstrado na literatura que a ativação de receptores de glutamato induz a produção de 
mediadores pró-inflamatórios (citocinas), as quais ativam a transcrição do NF-κB. 
Conjuntamente, estes mediadores ativam a transcrição do gene iNOS (DE BOCK et al., 1996; 
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MORO et al., 2004). Outros estudos correlacionam a ativação da via da p38MAPK como um 
importante mediador da ativação da expressão de iNOS (SAHA & PAHAN, 2006). De fato, 
neste mesmo modelo de estudo, demonstramos que a morte celular induzida por glutamato 
depende da ativação da via p38MAPK (MOLZ et al., 2008).  O tratamento de células de glioma 
C6 e culturas primárias de astrócitos com inibidores da via PI3K (por exemplo, o LY294002) 
aumentam a expressão de iNOS em resposta ao LPS ou citocinas, demonstrando que a 
manutenção da atividade da via PI3K é importante para bloquear o aumento da expressão de 
iNOS (PAHAN et al., 1999).  
Em resumo, diante dos dados que foram apresentados nos capítulos 1 e 2 desta Tese, 
podemos sugerir que em situações de excitotoxicidade, a liberação de derivados fosfatados da 
guanina em doses de baixo milimolar de vesículas sinápticas (SANTOS et al., 2006) ou dos 
astrócitos (CICCARELLI et al., 1999) leva ao aumento dos níveis de GMP que seria 
responsável pelo bloqueio da ativação de receptores NMDA. Ou, após sua hidrólise, GMP 
formaria GUO, a qual diminui a liberação de glutamato através da ativação da via da PI3K, 
inibição da enzima GSK3β e diminuição da expressão de iNOS induzida por glutamato, 
resultando em neuroproteção.   
Apesar de seus comprovados efeitos neuroprotetores, as purinas (adenosina e ATP) em 
altas concentrações podem ser importantes toxinas (FRANKE et al., 2006). GMP apresenta 
efeito neuroprotetor quando usado em uma faixa de concentração de baixo milimolar (MOLZ 
et al., 2005). Entretanto, também demonstramos (MOLZ, 2003) que o GMP potencializa a 
fragmentação de DNA induzida por glutamato em um modelo de neurotoxicidade em fatias de 
hipocampo de ratos. Diante destas observações, o capítulo 3 deste trabalho avaliou o possível 
efeito neurotóxico do GMP em fatias de hipocampo de ratos. Demonstramos que o GMP, na 
dose de 5mM, diminui a viabilidade celular em fatias de hipocampo de ratos (Figs 1 e 2, 
capítulo 3). O aumento da incorporação de iodeto de propídeo observada indica que GMP 
5mM pode estar induzindo um padrão necrótico de morte celular. Tal observação foi 
  110 
reforçada pela ausência de fragmentação de DNA na presença de 5mM de GMP (dados não 
mostrados). De maneira similar, 5 mM de GTP ou Gpp(NH)p (um análogo não hidrolizável 
do GMP) aumenta o dano oxidativo induzido por glutamato em fatias de hipocampo de ratos 
(REGNER et al., 1998). A toxicidade celular do ATP (5mM) já foi descrita em culturas 
organotípicas de hipocampo (FRIZZO et al., 2007) e até este momento não há dados na 
literatura com relação à toxicidade de um derivado da guanina. Portanto, estamos 
demonstrando pela primeira vez que assim como já foi demonstrado para os derivados da 
adenina, a disfunção da neurotransmissão purinérgica devido a altas concentrações de um 
derivado da guanina pode levar á morte de células em fatias de hipocampo de ratos.  
O tratamento das fatias de hipocampo com GUO não causou diminuição da 
viabilidade celular em nenhuma das concentrações testadas (Fig. 1, inset, capítulo 3) 
demonstrando que a toxicidade promovida pelo GMP não envolve a sua conversão até GUO e 
que a concentração de GMP avaliada neste estudo (5mM) se sobrepõe a qualquer efeito 
protetor que a GUO poderia apresentar. Em um estudo realizado por Di Iorio et al. (2002), 
GUO induziu apoptose em  cultura de astrócitos, porém os autores correlacionam este efeito 
devido ao fato de que GUO induz a liberação de ADO, a qual, através da estimulação de 
receptores A3 de ADO, desencadeia a morte celular apoptótica nestas células.  
O pré-tratamento das fatias de hipocampo com dipiridamol não preveniu a perda de 
viabilidade celular induzida por GMP (Fig. 3A, capítulo 3), o que demonstra que a toxicidade 
induzida pelo GMP ocorre através da sua interação com sítios extracelulares de ligação ao 
GMP. Os receptores para os DG ainda não estão totalmente caracterizados e algumas 
evidências demonstraram que DG podem se unir com baixa afinidade aos receptores de 
adenosina (MULER & SCIOR, 1993). Entretanto, em nosso estudo, a utilização de 
antagonistas de receptores A1 ou A2A de adenosina não preveniu a perda de viabilidade celular 
induzida por GMP (Fig. 3B, capítulo 3). O fato de que o inibidor do transporte de 
nucleosídeos (dipiridamol) ou o antagonista de receptores A1 de ADO (DPCPX) foram per se 
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capazes de reduzir a viabilidade celular na mesma proporção do GMP, indica que o transporte 
de nucleosídeos e a ativação basal de receptores A1 de ADO é necessária para manter a 
integridade das fatias de hipocampo. Porém, a ativação de receptores A1 ou A2A de ADO na 
presença de 5mM de GMP não bloquearam o efeito neurotóxico do GMP (Fig. 3C, capítulo 
3). Estes resultados são consistentes com o papel clássico da adenosina como agente 
neuroprotetor através da ativação de seus receptores A1 (CUNHA, 2001), e exclui o sistema 
adenosinérgico no mecanismo de toxicidade do GMP.  
GMP desloca a união de glutamato a receptores ionotrópicos de glutamato (SOUZA & 
RAMÍREZ, 1991; PORCIÚNCULA et al., 2002) sugerindo que GMP possa se unir a estes 
receptores. A utilização de antagonistas de receptores NMDA ou AMPA de glutamato (MK-
801 ou DNQX, respectivamente) preveniu a morte celular induzida por GMP (Fig. 4, capítulo 
3). Concentrações neurotóxicas de GMP diminuíram a captação de glutamato e este efeito foi 
prevenido pela utilização de DL-TBOA (Fig. 5, capítulo 3). Este conjunto de resultados indica 
que o mecanismo envolvido no efeito neurotóxico do GMP envolve, portanto, a diminuição 
da captação de glutamato, aumento da concentração extracelular de glutamato e super-
estimulação de receptores NMDA e AMPA de glutamato.  
Nessa parte do estudo (capítulos 1, e 3), foi possível demonstrar em fatias de 
hipocampo de ratos, que assim como acontece com outros neurotransmissores e 
neuromoduladores (glutamato, ATP e adenosina), dependendo da concentração, o GMP pode 
ser neuroprotetor (1mM) ou neurotóxico (5mM).  
Muitos estudos utilizam culturas primárias de neurônios para investigar os 
mecanismos envolvidos na neurodegeneração. Entretanto, a quantidade reduzida de células 
obtidas a partir de culturas primárias, aliado a problemas éticos devido à utilização de 
embriões humanos para estudos patofisiológicos associados á doenças neurodegenerativas, 
torna a utilização de células de neuroblastoma humano (SHSY-5Y) uma alternativa para 
estudos de neurodegeneração e neuroproteção. A linhagem SHSY-5Y constitui um sistema 
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amplamente utilizado para estudar processos neuronais, incluindo vias de sinalização e 
mecanismo de morte neuronal. As células SHSY-5Y são derivadas de neurônios simpáticos, 
que sintetizam e armazenam noradrenalina (BIEDLER et al., 1973). Nos dois últimos 
capítulos desta Tese, estudamos os efeitos do estresse oxidativo e do peptídeo Aβ em células 
de neuroblastoma humano SHSY-5Y e o papel da GUO frente a estes processos.  
O estresse oxidativo mitocondrial associado à superprodução de ROS está envolvido 
na perda neuronal que ocorre em diversas doenças neurodegenerativas e pode ser evidenciado 
em diversas situações relacionadas à neurotoxicidade, como no dano induzido por peróxido de 
hidrogênio, MPP+, Aβ e também devido ao glutamato. No quarto capítulo desta Tese, 
utilizamos um modelo de estresse oxidativo mitocondrial induzido pela combinação de dois 
inibidores da cadeia respiratória (rotenona e oligomicina A, rot/oligo) em células de 
neuroblastoma humano (SHSY-5Y) e estudamos o efeito neuroprotetor da GUO. Verificamos 
que GUO nas concentrações de 0,3 e 1 mM, quando co-incubada com rot/oligo, protege 
significativamente as células SHSY-5Y da toxicidade neuronal induzida por rot/oligo (Fig. 
1A, capítulo 4), sendo 1mM de GUO a concentração mais efetiva (Fig. 1B, capítulo 4). 
Recentemente, Guarnieri e colaboradores (2009) demonstraram que GUO induz proliferação 
celular em culturas de SHSY-5Y somente após 4 dias de incubação com GUO, o que sugere 
que o efeito protetor da GUO observado em nosso estudo não se deve a um efeito da GUO na 
proliferação celular.   
A morte celular induzida por rot/oligo envolve a super-produção de ROS, perda do 
potencial de membrana mitocondrial e ativação de caspase-3 (EGEA et al., 2007). Em nosso 
estudo, a produção de ROS induzida por rot/oligo foi totalmente abolida na presença de GUO 
(Fig. 3, capítulo 4), e esse efeito da GUO não envolveu as vias de sinalização MEK/ERK1/2 
ou PKC, mas foi dependente da ativação da via PI3K (Fig 2A e 2B, capítulo 4).  Além disso, 
a inibição da via PI3K também aboliu o efeito neuroprotetor da GUO na morte celular 
induzida por rot/oligo. Outros estudos já demonstraram o envolvimento das vias de 
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sinalização PI3K/Akt e MEK/ERK1/2 no efeito neuroprotetor da GUO em modelos de 
toxicidade quando GUO era pré-incubada, ou seja, adicionada antes do agente neurotóxico 
(DI IORIO et al., 2004; PETTIFER et al., 2004), porém, assim como evidenciado em nosso 
estudo, quando a GUO era co-incubada com o agente tóxico, o efeito neuroprotetor ocorreu 
somente através da ativação da via PI3K/Akt (PETTIFER et al., 2007), indicando que a via da 
PI3K pode ser a principal via de sinalização ativada pela GUO. A GUO também protege 
células SHSY-5Y da morte neuronal induzida pelo MPP+ (PETTIFER et al., 2007), uma 
agente que causa toxicidade principalmente por induzir estresse oxidativo, porém, nesse 
estudo, os autores não avaliaram o efeito da GUO na produção de ROS.  
Alguns estudos sugerem que o efeito protetor da GUO frente à inibição mitocondrial 
se deve a uma ação intracelular (JURKOWITZ et al., 1998; LITZKY et al., 1999). Entretanto, 
estudos posteriores demonstraram que a utilização de dipiridamol (um inibidor do transporte 
de nucleosídeo) não afeta o efeito neuroprotetor da GUO, indicando que seu efeito é 
extracelular (DI IORIO et al., 2004; DECKER et al., 2007).  
No capítulo 5, também avaliamos o efeito protetor de GUO frente à toxicidade do 
peptídeo Aβ25-35 em culturas de células de neuroblastoma humano SH-SY5Y. Nesta parte do 
estudo, verificamos que as culturas não-diferenciadas de células SH-SY5Y são resistentes à 
toxicidade do peptídeo Aβ(25-35) (Fig. 2, capítulo 5), porém, a diferenciação destas células para 
um fenótipo mais neuronal (Fig. 1) as torna susceptíveis ao peptídeo Aβ25-35 (Fig. 3, capítulo 
5). A diferenciação das culturas de SH-SY5Y se deu pela adição de ácido retinóico (10µM – 5 
dias) seguido da incubação com BDNF (1ng/ml – 3 dias). A adição de ácido retinóico 
aumenta a expressão de receptores TrKB nas células SHSY-5Y, tornando-as responsivas ao 
BDNF, mantendo-as na fase G1 do ciclo celular, permitindo a sua diferenciação e aumento da 
projeção de neuritos (ENCINAS et al., 2000). Adicionalmente, as células SHSY-5Y 
diferenciadas com ácido retinóico e BDNF apresentam aumento da expressão e do conteúdo 
da tau fosforilada, sugerindo que este seja um modelo de Doença de Alzheimer associado à 
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hiperfosforilação de tau (JÄMSÄ et al., 2004). Como os efeitos do Aβ ocorrem 
predominantemente sobre os neuritos (VAISID et al., 2008) e que existe uma forte correlação 
entre o peptídeo Aβ e a hiperfosforilação da tau, estes fatores podem explicar a 
susceptibilidade destas células à ação do Aβ25-35. Pettifer e colaboradores (2004) 
demonstraram que o peptídeo Aβ25-35 causa morte celular por apoptose em culturas não 
diferenciadas de SHSY-5Y. Neste estudo, a apoptose foi avaliada através da fragmentação de 
DNA induzida por 5µM de Aβ25-35, portanto, o fato de não termos observado morte celular 
com a aplicação de Aβ25-35 nas culturas de SHSY-5Y não diferenciadas pode ser devido a 
metodologia utilizada em nosso estudo para a avaliação da viabilidade celular. 
A pré-incubação das culturas diferenciadas de SH-SY5Y por 24h com GUO diminuiu 
a morte neuronal induzida pelo Aβ25-35 de maneira dependente de concentração, sendo a 
concentração de 1mM a mais efetiva (Fig. 4). Desta forma GUO também apresenta potencial 
efeito protetor no tratamento da doença de Alzheimer. Os resultados neuroprotetores obtidos 
com GUO frente ao modelo de toxicidade mediada pelo Aβ25-35 em células SHSY-5Y 
diferenciadas ainda são preliminares e, portanto, necessitam de maior investigação pelo nosso 
grupo. Por exemplo, a investigação do efeito da GUO sobre parâmetros apoptóticos induzidos 
pelo Aβ25-35. Ainda, como existem evidências de que a proteína tau está hiperfosforilada neste 
modelo, e que esta hiperfosforilação da proteína tau depende da ativação da GSK3β, os níveis 
fosforilação da tau na presença do Aβ25-35 e sua relação com a atividade da GSK3β poderia ser 
determinados nas culturas de SHSY-5Y diferenciadas. Adicionalmente, o efeito da GUO 
nestes parâmetros poderia ser avaliado.   
A GUO protege as células SHSY-5Y do estresse oxidativo mitocondrial induzido por 
rot/oligo e da toxicidade do peptídeo Aβ25-35 de maneira dependente de concentração, sendo a 
concentração de 1 mM a mais efetiva. Em contrapartida, nas fatias submetidas à 
excitotoxicidade, a concentração efetiva de GUO foi 100µM. Esta diferença de concentração 
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de GUO para se evidenciar a neuroproteção pode ser devido á diferenças no modelo de estudo 
(cultura de células e fatias de hipocampo) assim como ao tipo de agente neurotóxico 
(rot/oligo, Aβ25-35 ou glutamato) e também devido ao mecanismo envolvido no dano celular 
induzido pelos diferentes agentes neurotóxicos.    
De maneira geral, os resultados apresentados nos capítulos 4 e 5 dessa Tese indicam 
que a GUO apresenta potencial efeito neuroprotetor frente à mecanismos relacionadas ao 
estresse oxidativo mitocondrial e à Doença de Alzheimer.  
Finalmente, podemos propor através dos dados apresentados nessa Tese de Doutorado, 
que altas concentrações de GMP podem ser neurotóxicas via diminuição da captação de 
glutamato e ativação de receptores ionotrópicos de glutamato (Figura 3) indicando que 
dependendo da concentração, GMP pode ser neuroprotetor (Figura 4) ou neurotóxico. Em 
situações de excitotoxicidade, a liberação de derivados da guanina de vesículas sinápticas ou 
de astrócitos leva ao aumento dos níveis destes compostos, que agem bloqueando a ativação 
de receptores NMDA (GMP) ou modulando o transporte de glutamato (GUO), resultando em 
neuroproteção. GUO também apresenta efeito neuroprotetor em situações que podem estar 
envolvidas na patogênese de doenças neurodegenerativas, como a produção de ROS e a 
toxicidade do peptídeo Aβ25-35 (Figura 4), demonstrando assim que GUO apresenta potencial 

















Figura 3: Efeito neurotóxico do GMP em fatias de hipocampo de ratos. Concentrações 
tóxicas de GMP (5mM) diminuem a captação de glutamato (1) aumentando a concentração 
de glutamato na fenda sináptica. Glutamato estimula receptores ionotrópicos de glutamato 
(NMDA e AMPA) (2) levando à morte celular (3) em fatias de hipocampo de ratos.  
 
 





Figura 4: Efeito neuroprotetor dos derivados da guanina (GMP e GUO) em diferentes 
situações de neurotoxicidade: A redução da viabilidade celular induzida por glutamato em 
fatias de hipocampo de ratos ocorre devido à estimulação de seus receptores (1) e através da 
atividade reversa de seus transportadores (2). GMP 1mM apresentou efeito neuroprotetor 
frente à apoptose induzida pela estimulação de receptores NMDA (3). A neuroproteção 
promovida por GUO (100µM) frente ao dano celular induzido por glutamato envolve: 
ativação da via da PI3K/Akt, inibição da enzima GSK3β (4) e diminuição da liberação de 
glutamato (5), assim como a redução da expressão de iNOS induzida por glutamato (6). GUO 
(1mM)  protege células de neuroblastoma humano SHSY-5Y da neurotoxicidade induzida 
pela super-produção de ROS através da ativação da via de sinalização celular PI3K (7) e 
também diminuiu significativamente a morte celular induzida pelo  peptídeo Aβ25-35 em 








• A redução da viabilidade celular induzida por glutamato em fatias de hipocampo de 
ratos pode ocorrer devido à estimulação de seus receptores e através da atividade 
reversa de seus transportadores. 
• GMP 1mM apresentou efeito neuroprotetor frente à apoptose induzida pela 
estimulação de receptores NMDA e não frente frente à apoptose induzida por 
glutamato nas fatias de hipocampo de ratos. 
• A neuroproteção promovida por GUO (100µM) frente ao dano celular induzido por 
glutamato envolve: diminuição da liberação de glutamato através da ativação da via 
da PI3K/Akt; inibição indireta da enzima GSK3β e redução da expressão de iNOS em 
fatias de hipocampo de ratos. 
• GUO (1mM) protege células de neuroblastoma humano SHSY-5Y da neurotoxicidade 
induzida pela super-produção de ROS e envolve a ativação da via de sinalização 
celular PI3K. 
• As culturas de células SHSY-5Y não diferenciadas são resistentes à toxicidade do 
peptídeo Aβ25-35, porém, a diferenciação destas células para um fenótipo mais 
neuronal as torna susceptíveis ao peptídeo Aβ25-35. GUO (1mM) diminuiu 
significativamente a morte celular induzida pelo  peptídeo Aβ25-35 em culturas de 
neuroblastoma humano diferenciadas.  
• A diminuição da viabilidade celular induzida por concentrações tóxicas de GMP 
(5mM) em fatias de hipocampo de ratos ocorre devido à diminuição da captação de 
glutamato e conseqüente estimulação de receptores ionotrópicos de glutamato 
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